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Studierzimmer 
 
 
Mephistopheles. 
Gebraucht der Zeit, sie geht so schnell von hinnen, 
Doch Ordnung lehrt Euch Zeit gewinnen. 
Mein teurer Freund, ich rat Euch drum 
Zuerst Collegium Logicum. 
Da wird der Geist Euch wohl dressiert, 
In spanische Stiefeln eingeschnürt, 
Dass er bedächtiger so fortan 
Hinschleiche die Gedankenbahn, 
Und nicht etwa, die Kreuz und Quer 
Irrlichteliere hin und her. 
 
[…] 
 
Zwar ist’s mit der Gedankenfabrik 
Wie mit einem Weber-Meisterstück. 
Wo ein Tritt tausend Fäden regt, 
Die Schifflein herüber hinüber schießen, 
Die Fäden ungesehen fließen, 
Ein Schlag tausend Verbindungen schlägt. 
Der Philosoph, der tritt herein 
Und beweist Euch, es müsst so sein: 
Das Erst wär so, das Zweite so, 
Und drum das Dritt und Vierte so; 
Und wenn das Erst und Zweit nicht wär, 
Das Dritt und Viert wär nimmermehr. 
Das preisen die Schüler allerorten, 
Sind aber keine Weber geworden. 
Wer will was Lebendigs erkennen und beschreiben, 
Sucht erst den Geist herauszutreiben, 
Dann hat er die Teile in seiner Hand, 
Fehlt leider! nur das geistige Band. 
[…] 
Schüler. 
Mir wird von alledem so dumm, 
Als ging’ mir ein Mühlrad im Kopf herum. 
 
 
[Aus: Johann Wolfgang von Goethe: Faust. Der Tragödie Erster Teil. Zitiert nach der Schöningh-
Ausgabe, Johannes Diekhans (Hrsg), Paderborn 2007. Verse 1908 - 1947]
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1  EINLEITUNG 
1.1  Einführung in die Thematik 
 
1.1.1 Anatomie & Physiologie des Respirationstraktes 
Topographie                 
Die Lunge (Pulmo) liegt als zentrales Atmungsorgan in der Brusthöhle (Cavitas 
thoracis) des Menschen (1). Sie besteht aus je einem rechten und einem linken Lungen-
flügel (Pulmo dexter et sinister), welche das Herz (Cor) umschließen (1). Weitere 
angrenzende Strukturen sind medial der Mittelfellraum (Mediastinum), kaudal das 
Zwerchfell (Diaphragma) sowie ventrolaterodorsal die Innenseite des Brustkorbes 
(Thorax) (1). Nach kranial ragt die Pleurakuppel (Cupula pleurae) bis zu 5 cm über die 
obere Thoraxapertur (Apertura thoracis superior) hinaus (2).  
Lungenhilus und Pleuraverhältnisse             
Alle in das Lungenparenchym ein- und austretenden Strukturen (inkl. Nerven und 
Lymphgefäßen) sind gebündelt an der mediastinal gelegenen Lungenpforte (Hilus 
pulmonis) lokalisiert; hier findet zudem auch die Verschmelzung der beiden Pleura-
blätter statt (3): Das Rippenfell (Pleura parietalis) bildet die innere Auskleidung der 
Thoraxwand, das Lungenfell (Pleura visceralis) liegt direkt dem Lungenparenchym an 
und stellt somit die oberflächliche Begrenzung der Lunge dar (3). Die Pleurablätter sind 
zusammen mit der durch sie sezernierten serösen Pleuraflüssigkeit im Pleuraspalt für 
die Atemmechanik von entscheidender Bedeutung (4). 
Makroskopische Lappen- und Segmenteinteilung           
Der linke Lungenflügel besteht aus zwei Lungenlappen (Lobi pulmones); der rechte 
hingegen aus drei (1). Die Trennung der einzelnen Lappen erfolgt durch Furchen 
(Fissurae) (1). Die schräge Furche (Fissura obliqua) teilt den linken Lungenflügel in 
Ober- und Unterlappen; den rechten hingegen in Unter- und Mittellappen; die Abgren-
zung des nur rechts vorhandenen Mittellappens zum Oberlappen erfolgt durch die 
horizontale Fissur (Fissura horizontalis) (1). Die Lappen wiederum sind in Segmente 
unterteilt (1). Die rechte Lunge besteht aus 10 Segmenten; die linke lediglich aus 9; hier 
fehlt das Segment 7 (sog. Herzsegment, Segmentum basale mediale) (1).  
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Ventilation und Perfusion         
Entsprechend der Hauptaufgabe der Lunge - der Anreicherung des vom rechten Herzen 
stammenden sauerstoffarmen Blutes mit Sauerstoff - muss die Lunge sowohl über ein 
luftleitendes System (Ventilation) als auch über ein blutleitendes System (Perfusion) 
verfügen (5).  
Ventilation                  
Zu den extrathorakal gelegenen an der Ventilation beteiligten Abschnitten zählen 
Nasenhöhle (Cavitas nasi) bzw. Mundhöhle (Cavum oris) und deren Vereinigung im 
Rachen (Pharynx) sowie nachfolgend Kehlkopf (Larynx) und der kraniale Teil der 
Luftröhre (Trachea) (2). Der kaudale Teil der Trachea mit sich daran anschließendem 
Bronchialbaum (Arbor bronchialis) ist bereits intrathorakal lokalisiert (2). Die Trachea 
teilt sich an der Trachealbifurkation (Bifurcatio tracheae, klinisch Carina) zunächst in 
rechten und linken Hauptbronchus (Bronchus principalis dexter et sinister) zur 
Versorgung der beiden Lungenflügel (2). Die Hauptbronchien wiederum teilen sich 
entsprechend den jeweiligen Lungenlappen in 2 (links) bzw. 3 (rechts) Lappen-
bronchien (Bronchi lobares) (2). Die in der Systematik des Bronchialbaumes darauf-
folgenden Segmentbronchien (Bronchi segmentales) stellen das Äquivalent zu der 
Segmenteinteilung der Lungenlappen dar; ein Segmentbronchus versorgt demnach je 
ein Lungensegment (2). Als weitere Teilungsgenerationen folgen Subsegmentbronchus, 
Bronchiolus und Bronchiolus terminalis, bevor nach ca. 16 Teilungsgenerationen mit 
dem Bronchiolus respiratorius erstmals ein Alveolarbesatz auftritt (5). Zählen noch alle 
dem Bronchiolus respiratorius vorgeschalteten Abschnitte zum rein luftleitenden (kon-
duktiven) System (analog der Definition des ca. 150 ml fassenden anatomischen Tot-
raums der Lunge), so ist distal dieser Grenze Gasaustausch prinzipiell möglich (5). Dem 
Bronchiolus respiratorius schließen sich die Alveolargänge (Ductuli alveolares) und 
Alveolarsäckchen (Sacculi alveolares) an (5).             
Der Lungenazinus (Acinus pulmonis) ist definiert als die Gesamtheit der von einem 
Bronchiolus terminalis versorgten Abschnitte (2). Somit besitzen alle Komponenten 
eines Azinus Lungenbläschen (Alveolen) und werden daher zum gasaustauschenden Ab-
schnitt der Atemwege gezählt (2). Der Mensch besitzt zwischen 300 und 400 Millionen 
Alveolen mit einer Größe von inspiratorisch durchschnittlich 200 - 300 µm (6). Der 
Azinus bildet die funktionelle Einheit der Lunge (2).  
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Perfusion                 
Die Perfusion der Lunge erfolgt durch den der rechten Herzkammer (Ventriculus dexter 
cordis) entspringenden Lungenarterienstamm (Truncus pulmonalis) (7). Im Mediasti-
num teilt sich der Truncus in die rechte und linke Pulmonalarterie (A. pulmonalis dextra 
et sinistra) (7). Die Arterien treten am Lungenhilus in den jeweiligen Lungenflügel ein 
(7). Intrapulmonal verzweigen sich die beiden Pulmonalarterien unmittelbar parallel zu 
den luftleitenden Wegen, sodass Bronchus und jeweils korrespondierender Ast der A. 
pulmonalis eine Einheit bilden (2). Schließlich endet die Strombahn der A. pulmonalis 
auf Alveolarniveau als perialveoläres fein verzweigtes Kapillarnetz (8). Zwischen den 
Lungenkapillaren und dem Alveolarepithel findet der Gasaustausch statt (6). 
Der Gasaustausch               
Der Gasaustausch erfolgt mittels Diffusion (Abbildung 1) (6). Demnach gilt das 
Fick’sche Diffusionsgesetz, welches wie folgt lautet (9):  
 
 =	
1 − 2		
	

	
	 
 
 
mit V = Diffusionsstrom, P1 = Partialdruck des Gases im Alveolarraum, P2 = Partial-
druck des Gases in den Kapillaren, A = Austauschfläche, d = Dicke der Alveolar-
membran, D = gasabhängiger Diffusionskoeffizient.  
 
Sauerstoff (O2) diffundiert passiv entlang seines Diffusionsgradienten von der Alveole 
in das Blut der Kapillare (pO2 alveolär ~ 100 mmHg; pO2 kapillär ~ 40 mmHg) und 
Kohlenstoffdioxid (CO2) diffundiert umgekehrt vom Kapillarblut in die Alveole (pCO2 
kapillär ~ 46 mmHg; pCO2 alveolär ~ 40 mmHg) (8). Die Diffusionsbarriere (Blut-Luft-
Schranke) ist hierbei mit im Mittel 2,0 µm sehr dünn und weist eine Dreischichtung auf 
(6): Sie besteht aus dem Kapillarendothel, dem Alveolarepithel (Pneumocyten Typ I) 
und einer gemeinsamen Basalmembran (6). Eine weitere Vereinfachung der Diffusion 
ist durch die extrem große Austauschfläche gegeben (6). Berücksichtigt man den nor-
malen Alveolardurchmesser in Kombination mit der normalen Alveolenanzahl, so 
ergibt sich eine Fläche von rund 80 - 140 m2 (6). Die unterschiedlichen Partialdruck-
differenzen von O2 und CO2 werden durch den etwa 23-fach höheren Diffusions-
koeffizienten für CO2 ausgeglichen (8). 
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Der Blutkreislauf des Menschen ist geschlossen                      
Postkapilläre Venolen, welche jetzt sauerstoffreiches (arterialisiertes) Blut führen, 
vereinigen sich im weiteren Verlauf zu Venen (7). Die Venen jedoch verlaufen nicht 
peribronchial, sondern im intersegmentalen Bindegewebe an den Lungensegmentgren-
zen (7). Üblicherweise verlassen pro Lungenhilus 2 Lungenvenen (Vv. pulmonales) die 
Lunge und treten in den linken Vorhof des Herzens (Atrium sinistrum cordis) ein (7).  
Abbildung 1: Funktionelle Anatomie der Lunge: Alveoläres Kompartiment. 
 
Der Lungenazinus (Acinus pulmonis) besteht aus einem Bronchiolus terminalis und den dazuge-
hörigen Alveolen sowie deren Blutversorgung. Im alveolären Kompartiment findet der Gasaustauch 
statt: Sauerstoff diffundiert entsprechend seines Partialdruckgradienten von der eingeatmeten Luft in 
das Blut und Kohlenstoffdioxid analog vom Blut in die Alveole, von wo aus es abgeatmet wird. 
Übernommen aus Paulsen und Waschke [Hrsg] (2). 
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Vom linken Vorhof gelangt das Blut über die Mitralklappe (Valva atrioventricularis 
sinistra) in die linke Herzkammer (Ventriculus sinister cordis), von wo aus es in der 
Systole durch die Aortenklappe (Valva aortae) in die Hauptschlagader (Aorta) und 
somit in den Körperkreislauf gepumpt wird (7). Die Äste der Aorta transportieren das 
sauerstoffreiche Blut über multiple Aufzweigungen zu allen peripheren Geweben (7). In 
den terminalen Abschnitten der Strombahn (Kapillarbett) wird der Sauerstoff verbraucht 
und das Blut mit Kohlenstoffdioxid aus dem Gewebe angereichert (9). Dies geschieht 
ebenfalls passiv anhand des dort vorherrschenden Partialdruckgradienten durch Diffu-
sion (9). Die Venen, die sich nach der Passage des Kapillarbetts bilden, führen folglich 
sauerstoffarmes Blut (9). Dieses gelangt über die obere und untere Hohlvene (V. cava 
superior et inferior) zum rechten Vorhof des Herzens (Atrium dextrum cordis) und über 
die Trikuspidalklappe (Valva atrioventricularis dextra) in die rechte Herzkammer (7). 
Das sauerstoffarme Blut verlässt das rechte Herz durch die Pulmonalklappe (Valva 
trunci pulmonalis) über den Truncus pulmonalis, um in der Lunge erneut mit Sauerstoff 
angereichert zu werden (7). Der Kreislauf ist geschlossen (7).                    
Da bei der pulmonalen Hypertonie (PH) als Erkrankung des kardiopulmonalen Systems 
das Herz konsekutiv mitbetroffen ist (10), ist es durchaus sinnvoll, die o.g. Kreislauf-
verhältnisse visuell zu rekapitulieren (Abbildung 2). Diese Kreislaufsystematik 
repräsentiert die sog. öffentlichen Gefäße der Lunge (Vasa publica) (1). Nicht näher 
eingegangen werden soll an dieser Stelle auf die doppelte Gefäßversorgung der Lunge 
(Vasa privata) (1).  
Allgemeine Systematik der Blutgefäße                 
Prinzipiell weisen Blutgefäße einen identischen dreischichtigen Aufbau (Abbildung 3) 
auf (6): Die an die Lichtung (Lumen) grenzende Tunica interna besteht aus einer 
einzelnen Schicht Endothelzellen sowie spärlichem subendothelialem Bindegewebe 
(Lamina propria intimae) (6). Die Tunica media hingegen besteht je nach Gefäßtyp zu 
unterschiedlichen Anteilen aus elastischen und glattmuskulären Elementen (6): In herz-
nahen Arterien vom elastischen Typ überwiegt der elastische Anteil in Form von 
elastischen Membranen und Fasern, während in herzfernen Arterien vom muskulären 
Typ das Verhältnis deutlich zugunsten der glatten Muskelzellen verschoben ist (6). Die 
Tunica adventitia besteht hauptsächlich aus Bindegewebe und dient der Integration des 
Gefäßes in seine physiologische Umgebung (6). Bei größeren Gefäßen finden sich hier 
auch die Gefäße der Gefäße (Vasa vasorum) sowie deren vegetative Innervation (6). 
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Abbildung 2: Stark vereinfachtes Schema des kardiovaskulären Systems. 
 
a Rechter Vorhof (Atrium dextrum); b Rechte Kammer (Ventriculus dexter); c Linker Vorhof 
(Atrium sinistrum); d Linke Kammer (Ventriculus sinister). 1 Trikuspidalklappe (Valva 
atrioventricularis dextra); 2 Pulmonalklappe (Valva trunci pulmonalis); 3 Mitralklappe (Valva 
atrioventricularis sinistra); 4 Aortenklappe (Valva aortae). Rot sauerstoffreiches Blut; Blau 
sauerstoffarmes Blut. Die Pfeile geben die Flussrichtung des Blutes an. Modifiziert nach Schiebler 
und Korf (1). 
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Wenngleich sowohl Arterien als auch Venen prinzipiell einen identischen Wandaufbau 
zeigen, so ist dieser jedoch im arteriellen Gefäßsystem i.d.R. besser zu differenzieren 
als in venösen Gefäßen; ein Umstand, welcher insbesondere für die Abgrenzung der 
beiden elastischen Membranen gilt (6). Mit der Annäherung des arteriellen Systems an 
die Anteile der terminalen Strombahn (bestehend aus Arteriolen, Kapillaren und 
Venolen) geht der klassische dreischichtige Aufbau zunehmend verloren (6). So 
bestehen Kapillaren lediglich aus einer Schicht Endothelzellen und deren Basal-
membran sowie vereinzelten Bindegewebszellen mit Stabilisierungsfunktion 
(Pericyten) (11). Die dadurch gewährleistete sehr geringe Wandstärke der Kapillaren 
von ca. 1 µm ermöglicht einen effizienten Gasaustausch durch eine maximale Verkür-
zung der Diffusionsstrecke (s.o.) (8). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Arterie.  
 
Arterien - wie Blutgefäße allgemein - bestehen prinzipiell aus 3 Schichten: Tunica interna (Intima, 
Endothelium), Tunica media (Media, Muscularis) und Tunica externa (Adventitia). Zwischen zwei 
angrenzenden Schichten findet sich jeweils eine elastische Membran (Membrana elastica interna 
bzw. Membrana elastica externa). Gesunde Lungenarterie, eigenes Präparat, Mensch, Elastica-van-
Gieson-Färbung. 
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1.1.2 Vaskuläre Besonderheiten der Lungenstrombahn 
Der Lungenkreislauf ist physiologischerweise ein Niederdrucksystem   
Die Lungenstrombahn ist unter physiologischen Bedingungen durch einen hohen 
Blutfluss, einen niedrigen Gefäßwiderstand und einen niedrigen Blutdruck charak-
terisiert (12). Der niedrige Blutdruck dient hierbei insbesondere der Vermeidung eines 
alveolären Lungenödems, indem die Blut-Luft-Schranke vor zu hohen intravasalen 
Drücken geschützt wird (13). Die Beziehungen zwischen Blutdruck, Blutfluss und 
Gefäßwiderstand sind hierbei analog dem Ohm’schen Gesetz zu betrachten (5): 
 
 =


 
 
mit R = Strömungswiderstand, U = Blutdruckdifferenz ∆P und I = Blutfluss. Eine 
Erweiterung des Ohm’schen Gesetzes stellt das Hagen-Poiseuille-Gesetz dar (5). Zwar 
gilt dieses streng genommen nur für Newtonsche Flüssigkeiten, näherungsweise ist es 
jedoch auch auf das Strömungsverhalten des Blutes anwendbar (5): 
 
 =
8	
		
	
	
	
 
 
mit R = Strömungswiderstand, l = Länge des Gefäßes, η= dynamische Viskosität des 
Blutes und r = Innenradius des Blutgefäßes. Nach Kürzung aller für den menschlichen 
Blutkreislauf konstanten Parameter aus der Gleichung ergibt sich vereinfacht: 
 
 =	
1

 
 
Als Kernaussage ergibt sich somit, dass sich der Gefäßwiderstand R umgekehrt 
proportional zur 4. Potenz des Gefäßradius r verhält. Diese mathematische Beziehung 
verdeutlicht die überragende Bedeutung des Gefäßdurchmessers für den pulmonal-
vaskulären Widerstand (PVR) und folglich auch für den vom rechten Ventrikel 
aufzubringenden Blutdruck (sog. rechtsventrikuläre Nachlast) (5). Hieraus lässt sich der 
enorme Stellenwert einer vasodilatorischen Therapie der pulmonalen Hypertonie zur 
Reduktion der klinischen Symptomatik durch Nachlastsenkung ableiten (14).        
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Dem pulmonalen Gefäßsystem kommt zusätzlich eine Reservoirfunktion zu (15): Durch 
vasodilatorische Prozesse und/oder die Rekrutierung initial nicht durchbluteter Gefäß-
abschnitte kann die Lunge einen Anstieg des Herzzeitvolumens (HZV) auf bis das 
Sechsfache ohne nennenswerten Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks (pulmonary 
arterial pressure, PAP) kompensieren (16). 
 
Ventilations-Perfusions-Inhomogenitäten            
Um einen möglichst effizienten Gasaustausch zu gewährleisten, müssen Ventilation und 
Perfusion optimal aufeinander abgestimmt werden (5). Hierfür besitzt der Lungenkreis-
lauf wesentliche Besonderheiten, so u.a. den Mechanismus der hypoxischen pulmonalen 
Vasokonstriktion (HPV, Synonym: Euler-Liljestrand-Mechanismus) (17). Normaler-
weise geht ein Sauerstoffmangel (Hypoxie) mit einer Dilatation des entsprechenden 
Gefäßes einher, um die Sauerstoffversorgung reaktiv zu verbessern (18). Die Gefäße 
des Lungenkreislaufs reagieren auf eine Hypoxie jedoch mit einer Vasokonstriktion 
(19). Der Sinn liegt darin begründet, dass nicht ventilierte Alveolen auch nicht (unnötig) 
perfundiert werden müssen, da ein Gasaustausch in nicht ventilierten Alveolen a priori 
unmöglich ist (20).  
Physiologischerweise existieren jedoch bereits moderate Ventilations-Perfusions-In-
homogenitäten mit zwei möglichen Maximalausprägungen des Ventilations-Perfusions-
Mismatches (5): Zum einen besteht die Möglichkeit eines sogenannten Rechts-Links- 
Shunts, bei welchem nicht ventilierte Alveolen trotzdem perfundiert werden (die HPV 
versagt); zum anderen besteht die Möglichkeit des alveolären Totraumes (5). Der 
alveoläre Totraum bezeichnet nicht perfundierte, aber ventilierte Alveolen und ent-
spricht somit einer Vergrößerung des anatomischen Totraumes um die jeweils nicht per-
fundierten Alveolen (5). Idealerweise ist eine Alveole somit sowohl ausreichend 
ventiliert als auch ausreichend perfundiert (5). 
 
Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion als Bindeglied zwischen Physiologie 
und Pathophysiologie  
Unter physiologischen Bedingungen stellt die HPV einen sinnvollen Mechanismus dar, 
um das desoxygenierte Blut durch Vasokonstriktion pulmonalarterieller Gefäße in Be-
reichen lokaler Hypoxie zu den besser ventilierten Lungenabschnitten zu leiten und die 
Oxygenierung des Blutes so möglichst effizient zu gestalten (20). Bereits milde 
Hypoxie (alveolärer pO2 < 100 mmHg) führt zu einer Auslösung der HPV (21), welche 
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bei nachfolgender normoxischer Reexposition - zumindest in Ratten - jedoch vollstän-
dig reversibel ist (22).                     
Die HPV selbst gliedert sich in 3 Phasen (16): Während die akute alveoläre Phase 
Sekunden bis Minuten andauert, liegt die protrahierte alveoläre Phase bereits in einem 
Bereich von bis zu mehreren Stunden (16). Der Übergang von der protrahierten 
alveolären Phase in die Phase chronischer Hypoxie verläuft fließend (23).        
Mit zunehmender Chronifizierung verliert die HPV gleichzeitig an Reversibilität (24). 
So führt eine chronische Exposition gegenüber hypoxischen Verhältnissen (z.B. 
längerer Aufenthalt in größeren Höhen) sowie anhaltende Hypoxie bei chronischen 
pulmonalen Erkrankungen (insbesondere COPD) über eine Chronifizierung der HPV 
mit konsekutiv zunehmender Irreversibilität letztlich zur Ausbildung eines pulmonalen 
Hypertonus (20). Das Tiermodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie 
(siehe 1.2.5) macht sich exakt diese (Teil-)Kenntnis der Pathophysiologie der pulmo-
nalen Hypertonie zunutze (25). 
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1.2  Pulmonale Hypertonie 
 
1.2.1 Definition                                     
Der Begriff der pulmonalen Hypertonie (PH) stellt eine Sammelbezeichnung für eine 
Gruppe von Krankheiten dar, deren Gemeinsamkeit in einer Erhöhung des pulmonal-
arteriellen Druckes (pulmonary arterial pressure, PAP) besteht (26). Ab einem pulmo-
nalarteriellen Mitteldruck (mPAP) ≥ 25 mmHg in Ruhe ist das Diagnosekriterium einer 
PH definitionsgemäß erfüllt (27). Werte < 20 mmHg in Ruhe gelten als physiologisch, 
Werte zwischen 21 und 24 mmHg in Ruhe sind als grenzwertig anzusehen und werden 
als sog. Borderline-PH bezeichnet (27). Auf eine zusätzliche Messung des mPAP unter 
Belastung wird neuerdings verzichtet (27), da dieser insbesondere bei älteren Patienten 
physiologischerweise als zu hoch bestimmt wird (28). Die Druckerhöhung im Lungen-
kreislauf geht mit einer Druckbelastung des rechten Ventrikels einher, welcher konse-
kutiv eine Rechtsherzinsuffizienz folgt (29). Die PH führt aufgrund der Rechtsherz-
insuffizienz bei Dekompensation in Rechtsherzversagen unbehandelt innerhalb von 
durchschnittlich 2,8 Jahren ab Diagnosestellung zum Tod (30). Die Stadieneinteilung 
der PH (Tabelle 1) ist in Anlehnung an die Klassifikation der Herzinsuffizienz nach der 
New York Heart Association (NYHA) definiert (31). 
 
 
 
Funktionelle 
Klasse  
Definition 
I  Patienten mit PH, aber ohne daraus resultierende Einschränkungen der körperlichen 
Aktivität. Normale körperliche Aktivität verursacht weder übermäßige Dyspnoe 
noch Fatigue, Brustschmerzen oder (drohende) Synkope. 
II  Patienten mit PH, die durch die Erkrankung leichte Einschränkungen der körper-
lichen Aktivität erfahren. In Ruhe sind keine Symptome spürbar. Normale 
körperliche Aktivität führt zu übermäßiger Dyspnoe, Fatigue, Brustschmerzen oder 
(drohender) Synkope. 
III  Patienten mit PH, die deutliche Einschränkungen der körperlichen Aktivität auf-
weisen. Die Patienten spüren in Ruhe jedoch keine Symptome. Geringe körperliche 
Aktivität verursacht hingegen übermäßige Dyspnoe, Fatigue, Brustschmerzen oder 
(drohende) Synkope. 
IV Patienten mit PH, die unfähig sind, körperliche Aktivitäten jeglicher Form auszu-
üben, ohne Symptome zu erleiden. Es zeigen sich Zeichen einer Rechtsherz-
insuffizienz. Dyspnoe und/oder Fatigue können bereits in Ruhe auftreten. Das 
Unwohlsein wird durch jegliche Art von körperlicher Aktivität verstärkt. 
Tabelle 1:  Funktionelle Klassifikation der PH. 
 
Galie et al. (31), modifiziert. 
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1.2.2 Epidemiologie 
Die Angaben zur Häufigkeit der idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH), 
des Prototyps der PH, schwanken sehr stark (32). Die Zahlen zur Prävalenz reichen von 
1-2 pro einer Million bis zu 15 pro einer Million Einwohner (32). Die Inzidenz wird 
hingegen mit geschätzten 2 Neuerkrankungen pro einer Million Einwohner angegeben 
(33). Betroffen sind bevorzugt Frauen im gebärfähigen Alter (34). Berücksichtigt man 
alle Varianten der PH, so ist derzeit von etwa insgesamt 100 Millionen Betroffenen 
weltweit auszugehen (16).              
Wesentlich häufiger als die IPAH sind jedoch solche Formen der PH, die mit anderen 
Erkrankungen assoziiert sind (siehe 1.2.3) (32). Zu diesen Grunderkrankungen zählen 
u.a. rheumatische Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythema-
todes, Sklerodermie), angeborene Herzfehler, strukturelle Lebererkrankungen, Leber-
zirrhose, HIV-Infektionen, chronisch hämolytische Anämien (Sichelzellanämie, 
Thalassaemia intermedia) und insbesondere die chronische Schistosomiasis (Bilhar-
ziose) (35).                
Ungeachtet dieser vielen Unterformen der PH soll der Fokus dieser Arbeit (insbeson-
dere in Bezug auf Pathogenese, Diagnostik und Therapie der PH) auf der IPAH bzw. in 
geringerem Umfang auch auf der chronisch thromboembolischen pulmonalen 
Hypertonie (CTEPH) liegen.  
 
1.2.3 Klinische Klassifikation               
Im Jahr 2013 wurde auf dem 5th World Symposium on pulmonary hypertension in Nizza 
(Frankreich) die bisher aktuellste Version der klinischen Klassifikation der PH (Tabelle 
2) verabschiedet (36). 
 
 
Klinische Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie 
1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) 
    1.1 Idiopathische PAH (IPAH) 
    1.2 Erbliche Formen der PAH 
           1.2.1 BMPR2 
           1.2.2 ALK-1, ENG, SMAD9, CAV1, KCNK3 
           1.2.3 Unbekannter Genese 
Tabelle 2:  Aktuelle klinische Klassifikation der PH (Nizza, 2013). 
 
Simonneau et al. (36), modifiziert. 
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     1.3 Arzneimittel- und toxininduziert 
     1.4 Assoziiert mit: 
           1.4.1 Kollagenosen 
           1.4.2 HIV-Infektion 
           1.4.3 Portaler Hypertonie 
           1.4.4 Angeborenen Herzfehlern 
           1.4.5 Schistosomiasis 
1‘ Pulmonale venookklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonalkapilläre Hämangiomatose   
    (PCH) 
1‘‘ Persistierende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN) 
2. Pulmonale Hypertonie aufgrund von Erkrankungen des linken Herzens 
    2.1 Linksventrikuläre systolische Dysfunktion 
    2.2 Linksventrikuläre diastolische Dysfunktion 
    2.3 Herzklappenerkrankungen 
    2.4 Angeborene/erworbene Obstruktion des linksventrikülaren Ein-und Ausflusstraktes und    
          angeborene Kardiomyopathien (CM) 
3. Pulmonale Hypertonie aufgrund von Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie 
    3.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 
    3.2 Interstitielle Lungenerkrankung (ILD) 
    3.3 Andere Lungenerkrankungen mit gemischtem restriktiven und obstruktiven Erscheinungsbild 
    3.4 Schlafapnoe-Syndrom (SAS) 
    3.5 Alveoläre Hypoventilation 
    3.6 Chronische Exposition in großer Höhe 
    3.7 Entwicklungsstörungen 
4. Chronische thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH) 
5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen 
    5.1 Hämatologische Erkrankungen: Chronisch hämolytische Anämie, myeloproliferative  
          Erkrankungen,  Z.n. Splenektomie 
    5.2 Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhanszellhistiozytose,    
          Lymphangioleiomyomatose 
    5.3 Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeichererkrankung, M. Gaucher,  
          Schilddrüsenerkrankungen 
    5.4 Andere: Tumorobstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronische Niereninsuffizienz,  
          segmentale PH 
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1.2.4 Pathogenese 
Idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH) 
Die Pathogenese der IPAH versteht sich dem aktuellen Stand der Forschung zufolge als 
Vaskulopathie, bei der strukturelle Veränderungen aller drei Schichten der Gefäßwand 
aufgrund exzessiver Zellproliferation und Entzündungsreaktionen durch Rekrutierung 
zirkulierender Zellen und deren Infiltration in die Gefäßwand eine große Rolle spielen 
(37).  
Vasokonstriktion. Ein zentraler Aspekt in der Pathogenese der PH besteht in einem 
Ungleichgewicht der vasoaktiven Mediatoren (37): Vasodilatorisch wirksame Media-
toren (v.a. PGI2, aber auch zusätzlich antiproliferativ wirkendes NO) sind signifikant 
reduziert, während potente Vasokonstriktoren wie ET-1 und TXA2 vermehrt gebildet 
werden (38). Zudem wird eine Erhöhung der Serotoninkonzentration beobachtet (39); 
Serotonin wirkt ebenfalls vasokonstriktorisch und stört darüberhinaus den crosstalk 
zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen (40). Veränderungen sowohl in K+ 
als auch in Ca2+ Kanälen führen ebenso zu einem pathologisch erhöhtem pulmonalen 
Gefäßtonus (41). Einige dieser Vasokonstriktoren (ET-1, Serotonin und Ca2+) besitzen 
außerdem pro-proliferative Potenz, welche sich primär in einer Proliferation glatter 
Muskelzellen manifestiert (42) (39) (43).                              
Wachstumsfaktoren. Wachstumsfaktoren tragen ebenfalls einen großen Teil zu dem 
bei der IPAH im pulmonalen Stromgebiet vorherrschenden pro-proliferativen Milieu bei 
(37): Wird die Involvierung von VEGF zurzeit noch kontrovers diskutiert (44), so gilt 
die Beteiligung von PDGF, Mitgliedern der TGF-β Superfamilie und der EGF-Familie 
sowie der FGF-Familie als gesichert (37). Diese Moleküle entfalten ihre Wirkung nach 
Bindung an Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) (37). Dies führt, vermittelt durch intra-
zelluläre Signalkaskaden, zu erhöhten Zellproliferationsraten, Zellmigration und Resis-
tenz gegenüber Apoptose (45). Des Weiteren wirken Wachstumsfaktoren als chemo-
attractants für diverse vaskulär differenzierte Zellpopulationen wie bspw. glatte 
Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen (37). HGF hingegen wird als protektiver 
Faktor für die Entwicklung einer PH angesehen (46).                                       
Proteasen/Elastasen. Als verantwortlich für die Modifizierung von Strukturproteinen 
der extrazellulären Matrix (EZM) im Rahmen der Pathogenese der PH wurden diverse 
Proteasen und Elastasen identifiziert (47). Matrix-Metalloproteasen (MMPs) führen 
außerdem zu einer vermehrten Mobilisierung oben gelisteter Wachstumsfaktoren (48).  
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Notch. Ein weiteres wichtiges Molekül im Pathogeneseprozess der PH stellt Notch dar 
(49). Notch-basierte Signalwege finden sich bei diversen Stufen der vaskulären Ent-
wicklung, so u.a. bei der Vaskulogenese, der Angiogenese und der Differenzierung von 
vaskulären Glattmuskelzellen (50). Notch-responsive Gene sind zudem an HIF-1α 
gekoppelt (51) und Notch 3 reguliert die Expression des PDGF-Rezeptor-β auf vasku-
lären Glattmuskelzellen (52).                  
PPAR. Ähnlich HGF, kommt auch den PPARs eine protektive Rolle in der Pathogenese 
der PH zu (53). Diverse Experimente zeigten, dass ein Mangel an PPARγ möglicher-
weise mit einer Manifestation einer PH assoziiert ist (54). PPARγ ist in Prozesse des 
Zellwachstums, der Inflammation und der Angiogenese involviert (55).  
Inflammation. Inflammatorische Prozesse gelten als weiterer wichtiger Pathomecha-
nismus (56). So wurden Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten 
und dendritische Zellen in den PH spezifischen vaskulären Läsionen detektiert (57). 
Jedoch nicht nur die Zellen des Immunsystems selbst, sondern auch deren Sezernier-
ungsprodukte in Form von Zytokinen (MCP-1, TNF-α, IL-1β und IL-6) und Chemo-
kinen scheinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der PH zu spielen (58) (59). 
Chemokine sind essentiell für verschiedene Schritte der Rekrutierung zirkulierender 
Leukozyten aus dem Blutstrom, einschließlich der initialen reversiblen Adhäsion 
(rolling), der Aktivierung, der irreversiblen Adhäsion sowie der Extravasation in das 
entzündete Gewebe (60).              
Thrombose. Ein weiterer in der Pathogenese der PH erwähnenswerter Punkt ist die 
Entwicklung von Thrombosen (61). An PH erkrankte Individuen weisen für gewöhnlich 
einen hyperkoagulablen Phänotyp auf (62). Dieser kommt durch eine Erhöhung von 
Gewebsthromboplastin (Faktor III), einem Initiator der extrinsischen plasmatischen 
Gerinnung, zustande (63). Zugleich findet sich eine Erhöhung von PAI-1, einem 
Inhibitor der Fibrinolyse, sodass diese beeinträchtigt ist (61). Nicht nur die plasmatische 
Gerinnung ist zugunsten einer Hyperkoagulabilität verschoben, auch die Thrombozyten-
aggregation ist durch erhöhte Konzentrationen von TXA2 bei gleichzeitig verminderter 
Konzentration von PGI2 und NO pathologisch gesteigert (37). 
Plexiforme Läsionen. Ein charakteristisches histologisches Merkmal insbesondere der 
IPAH besteht in der Ausbildung von sog. plexiformen Läsionen (64). Bei plexiformen 
Läsionen handelt es sich um prominente pulmonalvaskuläre Strukturen, gekennzeichnet 
durch einen Verschluss des arteriellen Gefäßlumens in Kombination mit aneurysma-
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tischen Aussackungen und abnormer Proliferation sowohl von Endothelzellen als auch 
von glatten Muskelzellen (48). 
Allen genannten Faktoren (hauptsächlich der Trias aus exzessiver pulmonaler Vaso-
konstriktion, pro-proliferativ geprägtem pulmonalvaskulärem Remodeling und inflamm-
atorischen Prozessen) gemeinsam ist eine progrediente Okklusion pulmonaler Gefäße, 
welche zur Ausbildung der PH-spezifischen Symptomatik mit den Zeichen einer 
Rechtsherzbelastung bzw. später Rechtsherzinsuffizienz infolge massiver Nachlast-
erhöhung des rechten Ventrikels führt (65). Dabei ist die Nachlasterhöhung nicht aus-
schließlich Produkt des verminderten Gefäßquerschnittes (66), sondern ebenso der ver-
minderten compliance des Lungengefäßsystems infolge der Neomuskularisation vor-
mals nicht muskularisierter Arterien im Rahmen des Remodeling sowie insgesamt der 
Verdickung der Gefäße, welche mit einer verminderten Dehnbarkeit einhergeht (67). 
Das Lungengefäßsystem verliert somit seine Reservoirfunktion und folglich die Fähig-
keit, Anstiege des HZV bis zu einem gewissen Grad zu kompensieren, was sich wieder-
um in erhöhten Werten von PVR und PAP bemerkbar macht (12). 
Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)           
Die Pathogenese der CTEPH beruht vermutlich in erster Linie auf einem thromboem-
bolischen Verschluss größerer Lungenarterien und zumindest nicht primär auf pulmo-
nalvaskulärem Remodeling (68). Diese allgemein anerkannte „Embolie-Hypothese“ 
besagt, dass der CTEPH einzelne oder rezidivierende pulmonale Embolien infolge einer 
Venenthrombose (zumeist tiefe Beinvenenthrombose) zugrunde liegen (69). Der akute 
Verschluss größerer Lungengefäße führt durch einen Anstieg des PVR zur Ausbildung 
der klinischen Symptomatik (68). Eine weitere Hypothese vermutet pulmonale in situ 
Thrombosen resultierend aus endothelialer Dysfunktion mit begleitender Makro- 
und/oder Mikroangiopathie als Ursache (70). Dieses Pathogenesemodell versteht sich 
ähnlich der Pathogenese der IPAH (71). Gestützt wird es durch die Tatsache, dass in 
rund 63 % der Fälle von CTEPH keine vorausgegangene akute pulmonale Embolie eru-
iert werden kann (72) und sich sekundär Remodeling-Prozesse in distaleren Gefäßab-
schnitten von proximal thromboembolisch verschlossenen Arealen nachweisen lassen 
(71). Risikofaktoren für die Entwicklung einer CTEPH sind das Vorliegen eines Anti-
Phospholipid-Syndroms, Z.n. Splenektomie, ein infizierter Herzschrittmacher, chro-
nische Entzündungsprozesse und das Vorhandensein eines ventrikulo-atrialen Shunts 
(68).  
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1.2.5 Tiermodelle der PH 
Das Modell der Monocrotalin-induzierten PH           
Das Pyrrolizidinalkaloid Monocrotalin (MCT) aus der Pflanze Crotalaria spectabilis 
wurde 1961 erstmals als Auslöser einer Entzündung der Pulmonalarterien in Ratten 
beschrieben (73). Eine einzelne subkutane Injektion von MCT führt innerhalb von 3-4 
Wochen zur Entwicklung einer PH mit vaskulärem Remodeling, welches histologisch 
betrachtet dem der IPAH sehr ähnlich ist (74) und somit a.e. das Patientenkollektiv der 
Gruppe 1 nach der klinischen Klassifikation der PH repräsentiert, weswegen es in der 
vorliegenden Arbeit Anwendung fand. Seine Toxizität erlangt MCT durch hepatische 
Metabolisierung zu den biologisch aktiven Hauptmetaboliten Monocrotalinpyrrol und 
Dehydromonocrotalin (75), wobei das Endothel der Pulmonalarterien den Hauptan-
griffspunkt der Substanzen darstellt (76). Hier kommt es innerhalb der ersten Tage zu 
einer massiven Zellschwellung, danach schließen sich eine frühe exsudative sowie eine 
späte proliferative Phase an (77). In dem progressiven Verlauf kommt es zu Hyperplasie 
und Hypertrophie der glatten Muskelzellen insbesondere der präkapillären Arteriolen 
(78), vermehrten Bildung extrazellulärer Matrixmoleküle wie bspw. Kollagen, Leuko-
zyteninfiltration und Fibrinablagerungen (79). Es kommt zu vaskulären Obstruktionen 
im pulmonalen Stromgebiet und letztlich zur Ausbildung der PH-spezifischen Symp-
tomatik einer Rechtsherzbelastung bzw. einer Rechtsherzinsuffizienz (80).                   
Das Modell der MCT-induzierten PH stellt das zurzeit am besten validierte Modell dar 
und findet bevorzugt bei Ratten Anwendung (81). 
Abbildung 4: Pathophysiologie der PH. 
  
a) Zusammenfassung der in der Literatur etablierten Modelle bezüglich der Pathophysiologie der PH. 
(ALK-1: activin receptor-like kinase-1; BMP: bone morphogenetic protein; BMPR2: bone 
morphogenetic protein receptor type 2; Ca2+: Calcium; cGMP: zyklisches Guanosinmonophosphat; 
FGF: fibroblast growth factor; HIF-1α: Hypoxie-induzierbarer Faktor-1α; HIV: Humanes Immun-
defizienz-Virus; K+: Kalium; MMPs: Matrix-Metalloproteasen; NADPH: Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat; NO: Stickstoffmonoxid; PDE: Phosphodiesterase; PDGF: platelet-derived 
growth factor; PGI2: Prostaglandin I2; ROS: reactive oxygen species; sGC: lösliche Guanylatzyklase; 
TGF-β: transforming growth factor-β; TRPC: transient receptor potential channel). Selbsterstelltes 
Schema basierend auf Schermuly et al. (37). 
 
b)  Morphologisches Korrelat des der Pathogenese der PH zugrunde liegenden Remodeling-Prozesses: 
Die Doppelpfeile repräsentieren jeweils die Wanddicke der pulmonalen Gefäße. Histopathologisch 
zeigt sich eine Verbreiterung der Gefäßwand mit konsekutiver Einengung des Lumens aufgrund 
pathologisch erhöhter Proliferationsraten von Endothelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen. 
Der daraus resultierende Anstieg der Nachlast des rechten Ventrikels zeichnet sich für die klinische 
Symptomatik der PH verantwortlich. Eigene Präparate. Elastica-van-Gieson-Färbung. Humane 
Lungen (Donor, IPAH und CTEPH) und Rattenlungen (Healthy und MCT). 
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Das Modell der Hypoxie-induzierten PH               
Auch eine langanhaltende Exposition gegenüber hypoxischen Verhältnissen (chronische 
Hypoxie) führt zu Umbauprozessen im pulmonalen Stromgebiet, welche v.a. durch 
einen dauerhaft erhöhten PVR charakterisiert sind (82). Der niedrige pO2 fördert eine 
Muskularisierung initial nicht muskularisierter pulmonaler Arterien, Hypertrophie von 
Fibroblasten und glatten Muskelzellen sowie eine Verdickung präkapillärer Arteriolen 
(83). Hinzu addiert sich eine proliferativ-vasokonstriktiv geprägte Mediatorenkons-
tellation (84) mit diskutierter inflammatorischer Komponente (85). Dies führt über die 
Ausbildung vaskulärer Obstruktionen zur Entwicklung einer manifesten PH (12).        
Das Modell der Hypoxie-induzierten PH findet bevorzugt bei Mäusen Anwendung (82). 
Chronische Hypoxie wird folglich als ein zentraler Faktor in der Pathogenese der PH 
angesehen (siehe auch klinische Klassifikation der PH, Gruppe 3); somit kommt dieses 
Modell jenem Patientenkollektiv pathodynamisch betrachtet am nächsten (86).       
Das Modell der Hypoxie-induzierten PH ist durch nachfolgende normoxische Re-
exposition jedoch vollständig reversibel, sowohl die Vasokonstriktion als auch die 
strukturellen Veränderungen im Sinne eines Remodeling betreffend (87); ein Umstand, 
der es für die Forschung in Bezug auf neue Therapien der PH besonders attraktiv macht.  
1.2.6 Klinik & Diagnostik 
Klinische Symptomatik              
Das klinische Bild der PH ist recht unspezifisch (35). Dies gilt insbesondere in den 
Frühstadien der Erkrankung (35). Aufgrund dieser Gegebenheiten erfolgt die Diagnose 
der PH erst relativ spät, was einen wesentlichen Teilaspekt der ungünstigen Prognose 
bedingt (88). Das Leitsymptom der PH besteht in einer langsam progredienten Luftnot 
(Dyspnoe), zunächst nur unter Belastung, im weiteren Verlauf auch in Ruhe (89). 
Zusätzlich findet sich häufig eine rasche Ermüdbarkeit (89). In fortgeschrittenen Stadien 
ist diese Initialsymptomatik meist mit weiteren Symptomen vergesellschaftet (90): Zu 
einer sich manifestierenden Sinustachykardie kommen Schwindel und/oder Synkopen 
hinzu; die kardiale Symptomatik wird durch Angina pectoris - ähnliche Beschwerden 
vervollständigt (90). Als Auswirkung der primär pulmonalen Pathologie zeigt sich eine 
zunächst diskrete Zyanose (90). Mit steigender Druckbelastung des rechten Ventrikels 
(RV) zeigen sich auch zunehmend Zeichen der Rechtsherzinsuffizienz (gestaute Hals-
venen, periphere Ödeme, Nykturie) (90). Eine gefürchtete Spätkomplikation der 
manifesten PH stellt die Eisenmenger-Reaktion dar (35): Bei nicht diagnostizierten 
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angeborenen Herzfehlern (Vitien) kann es durch den progredienten Druckanstieg im 
Lungengefäßsystem zu einer sogenannten Shunt-Umkehr kommen (35). Hierbei über-
steigen die Druckwerte des Lungenkreislaufs diejenigen des Körperkreislaufs (35). Die 
einzig kausale Therapie in diesem Stadium besteht in einer isolierten Lungentrans-
plantation oder in einer kombinierten Herz-/Lungentransplantation (91). 
Initiale Diagnostik: Anamnese & körperliche Untersuchung    
Entsprechend der initial unspezifischen Symptomatik ist die Diagnose der PH nicht 
leicht zu stellen und bedarf insbesondere zur definitiven Diagnosesicherung invasiver 
Messmethoden (s.u.) (88). Zu Beginn des Diagnose-Algorithmus steht jedoch das 
sorgfältig geführte ärztliche Gespräch (Anamnese), welches v.a. im Hinblick auf die 
Initialsymptomatik der PH (Luftnot, Müdigkeit und nachlassende körperliche Leis-
tungsfähigkeit) erfolgen sollte (92). Bei der sich anschließenden körperlichen Unter-
suchung können via Inspektion u.U. Zeichen chronischer Hypoxie (Trommelschlegel-
finger, Uhrglasnägel) sowie Halsvenenstauung, Leberhautzeichen (u.a. Spidernävi, 
Palmar-/Plantarerythem, Lackzunge) und Ödeme nachgewiesen werden (92). Die 
Palpation dient der Verifizierung der Ödeme und der Feststellung eines eventuell 
vorhandenen hepatojugulären Reflux (92). Der Auskultationsbefund der Lunge ist bei 
IPAH unauffällig, bei CTEPH finden sich eventuell Strömungsgeräusche (35). Die 
Auskultation des Herzens hingegen liefert in fortgeschrittenen Stadien meist eine 
relative Pulmonalklappeninsuffizienz (diastolisches Graham-Steell-Geräusch) und eine 
relative Trikuspidalinsuffizienz (Systolikum) (90). Ebenfalls kann ein betonter 2. 
Herzton auskultatorisch auffällig sein (32). 
Laborchemische Diagnostik           
Initial ist die Blutgasanalyse unauffällig (32). Im weiteren Verlauf findet sich jedoch 
eine respiratorische Partialinsuffizienz  (pO2 ↓; pCO2 im Normbereich oder sogar ↓ als 
Folge der reaktiven Hyperventilation) (32).                                 
Als Verlaufsparameter eignen sich atriales natriuretisches Peptid (ANP), brain 
natriuretic peptide (BNP) und Troponin I (rechtsventrikuläre Ischämie) (93). Zurzeit 
findet v.a. die Bestimmung des pro-BNP-Wertes als Verlaufsparameter Gebrauch (94). 
NT-proBNP als Marker der Herzinsuffizienz korreliert mit der reduzierten Funktion des 
rechten Ventrikels (32).                
Galectin-3, Aldosteron, sFlt-1 und PlGF sind zurzeit als weitere potenzielle Biomarker 
in der Diagnostik der PH in Diskussion (95) (96). 
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Apparative Diagnostik                 
Im EKG zeigen sich Zeichen einer rechtsventrikulären Dysfunktion wie Rechts-
schenkelblock, Rechtsherzhypertrophie und Hinweise auf eine rechtsventrikuläre Repo-
larisationsstörung (32). Konventionell röntgenologisch sind abrupte Kaliberschwan-
kungen der Lungengefäße mit insbesondere zentral dilatierten Pulmonalarterien sowie 
ein Verlust peripherer Blutgefäße typisch (97). Zudem sind meist Zeichen einer Rechts-
herzhypertrophie nachweisbar (98). Die Beurteilung in der transthorakalen Echo-
kardiographie (TTE) erfolgt anhand interventrikulärer Septumbewegungen, der RV-
Myokardmasse, der Wanddicke des RV und potenzieller Trikuspidalregurgitationen als 
Ausdruck einer Klappeninsuffizienz (32). Neben der Möglichkeit des Ausschlusses 
kardialer Ursachen für die Symptomatik ist es zudem möglich, mittels TTE indirekt den 
PAP zu bestimmen (99). Die indirekte Messung liefert zwar keinen exakten Wert, sollte 
jedoch als nicht-invasives Verfahren einer exakten Messung mittels invasivem Pulmo-
nalarterienkatheter vorausgehen (100). Als weiteres bildgebendes Verfahren kann das 
Cardio-MRT mit differenzierter Darstellung der RV-Funktion genutzt werden (101). 
Die definitive Diagnosesicherung der PH erfolgt über die invasive Messung des PAP 
mittels Rechtsherzkatheter (88). Durch Messung des PVR, des Herzindex und des 
Vorhofmitteldrucks können Aussagen über den Schweregrad der PH und somit über die 
Prognose getroffen werden (32). Ein weiterer prognostischer Faktor ist der 6-Minuten-
Gehtest, welcher zudem zu einer Therapieverlaufskontrolle herangezogen werden kann 
(102). Für die Diagnose der CTEPH gilt der positive Befund einer Ventilations-
Perfusions-Szintigraphie als beweisend für eine Erhöhung des Gefäßwiderstandes im 
Lungenkreislauf infolge resoluter pulmonaler Thromben (100). Das Kontrastmittel-CT 
erlaubt insbesondere eine Beurteilung der großen proximal gelegenen Lungengefäße mit 
direkter Darstellung eventuell vorhandener Thromben (103). Eine präoperative 
Pulmonalisangiografie erscheint vor dem Hintergrund einer Thrombendarteriektomie 
als chirurgische Therapieoption bei CTEPH als sinnvoll (104).  
Pharmakologische Testung               
Die pharmakologische Testung stellt ein Bindeglied zwischen Diagnose und Therapie 
dar (100). Im Vordergrund steht die Testung der pulmonalen Gefäßreaktivität auf die 
Applikation von Vasodilatanzien (100). Zeigt sich hierbei eine Reduktion des mPAP im 
Rechtsherzkatheter um 10 mmHg auf einen Endwert unter 40 mmHg (Responder), so ist 
eine hochdosierte Therapie mit Calciumkanalantagonisten (s.u.) indiziert (105).   
  Einleitung 
   22 
   
1.2.7 Therapie 
Konventionelle Therapie: Basistherapie             
Die konventionelle Therapie der PH beruht auf einer oralen Antikoagulation, einer 
Therapie mit Diuretika zur Behandlung der Rechtsherzinsuffizienz bei peripheren 
Ödemen und Ascites in fortgeschrittenem Stadium sowie dem Einsatz von Glykosiden 
zur Prävention von atrialen Arrhythmien (31).  
PH-spezifische pharmakologische Therapie: Vasodilatanzien      
Ergibt die pharmakologische Testung einen Responder-Status, so ist eine Therapie mit 
Hochdosis-Calciumkanalantagonisten indiziert (106). Kommt es hierunter jedoch nicht 
zu einer signifikanten Besserung, so muss eine Therapie mit einer der nachfolgenden 
drei primär vasodilatorisch wirksamen Medikamentengruppen (Abbildung 5) respekti-
ve eine Kombinationstherapie bei Beschwerdeprogredienz in Betracht gezogen werden 
(107). 
(1) Prostazyklinanaloga (Prostanoide) zeichnen sich durch vasodilatorische, anti-
proliferative, anti-inflammatorische und thrombozytenaggregationshemmende Wirkung 
infolge intrazellulärer cAMP-Erhöhung aus (108). Zu dieser Wirkstoffgruppe zählen 
Epoprostenol, Treprostinil, Beraprost und (inhalatives) Iloprost (109). 
(2) Phosphodiesterase-Inhibitoren (insbesondere PDE-5-Hemmer wie Sildenafil und 
Tadalafil) sind durch eine Erhöhung der intrazellulären Konzentration von cGMP pri-
mär vasodilatorisch, sekundär jedoch auch proliferationshemmend wirksam (110).       
(3) Endothelin-Rezeptor-Antagonisten wird aufgrund des überaus komplexen ET-A/ET-
B-Rezeptorisoformen-Dualismus eine ganz besondere Rolle in der Therapie der PH 
zuteil (111). Stark vereinfacht gilt: Die Blockade von ET-1 als potentem Vasokons-
triktor, der infolge der Pathogenese der PH vermehrt gebildet wird (112), führt zu einer 
pulmonalen Vasodilatation (113) (114). Zudem ist ET-1 in Proliferationsprozesse 
pulmonalarterieller Glattmuskelzellen involviert (115). Bosentan, Sitaxentan und 
Ambrisentan sind Vertreter dieser Wirkstoffgruppe (116). 
 
Weisen die Medikamente dieser drei Gruppen zwar positive Nebeneffekte (Anti-In-
flammation, Anti-Proliferation, Thrombozytenaggregationshemmung, Endothel-Protek-
tion) für die Therapie der PH auf, so dürfte deren Anteil verglichen mit der jeweiligen 
vasodilatorisch wirksamen Komponente als eher gering zu evaluieren sein (48). 
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Ultima Ratio: Chirurgische und interventionelle Therapieoptionen      
Chirurgisch kann bei IPAH durch eine atriale Septostomie ein artifizieller Rechts-
Links-Shunt erzeugt werden (117). Dieser führt über eine Senkung des rechtsven-
trikulären enddiastolischen Drucks zu einer Besserung der Beschwerden bei maximal 
ausgeschöpfter konservativer Therapie (118).                                          
Bei CTEPH hingegen stellt die pulmonale Thrombendarteriektomie (PEA) den 
chirurgischen Therapiestandard dar (119). Hierbei wird der Thrombus inklusive eines 
Teils der Tunica media operativ entfernt (120).  
Aufgrund von diversen Komorbiditäten prinzipiell inoperable CTEPH-Patienten können 
alternativ auch der pulmonalen Ballonangioplastie (BPA) als radiologisch-
interventionellem Verfahren zugeführt werden (121); hierbei wird der betroffene 
Gefäßabschnitt mittels über einen Katheter eingebrachten Ballon dilatiert (122).        
Abbildung 5: Pharmakotherapie der PH.  
 
Die Übersicht zeigt die drei etablierten Hauptklassen von Medikamenten, welche derzeit zur 
Behandlung der PH eingesetzt werden. Allen gemeinsam ist ein primär vasodilatorisches Wirkprinzip. 
Positive Nebeneffekte wie bspw. Anti-Proliferation spielen eine eher untergeordnete Rolle. (AC: 
Adenylatzyklase; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; cGMP: zyklisches Guanosinmono-
phosphat; COX: Cyclooxygenase; GMP: Guanosinmonophosphat; ECE: endothelin converting 
enzyme; ET: Endothelin-1; NO: Stickstoffmonoxid; NOS: NO-Synthase; PDE: Phosphodiesterase; 
PH:  pulmonale Hypertonie;  sGC: lösliche Guanylatzyklase). Modifiziert nach Ghofrani und 
Grimminger (257). 
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Als Ultima Ratio steht die Lungentransplantation für beide Formen der PH zur 
Verfügung (123). 
 
Neuere Therapieansätze inklusive aktuellem Stand der Forschung 
Riociguat, ein NO-unabhängiger Stimulator der sGC mit konsekutiver Steigerung der 
Synthese von vasodilatierend wirkendem cGMP (Abbildung 5), bildet einen aktuellen 
Forschungsschwerpunkt (124). Riociguat gehört zu den wenigen Substanzen, welche 
explizit für die Therapie der CTEPH empfohlen werden, wenngleich die PEA 
Goldstandard in der Therapie der CTEPH bleiben wird (125).          
Auch der Forschung an Rho-Kinase Inhibitoren wie bspw. Fasudil zur Therapie der PH  
wird zurzeit große Bedeutung beigemessen (126). Rho-Kinase Inhibitoren zeigten in 
verschiedenen Experimenten eine Verminderung der arteriellen Neomuskularisation 
durch Hemmung von Proliferation und Migration glatter Muskelzellen sowie endothel-
protektive Potenz durch in erster Linie Erhöhung der NO-Konzentration (127).                    
Mit Rituximab, einem gegen das B-Zell-Oberflächenantigen CD20 gerichteten mono-
klonalen Antikörper steht eine Therapie von primär autoimmun bedingten Formen der 
PH (u.a. sklerodermie-assoziiert) zur Verfügung (128). Schon lange hat Rituximab 
seinen festen Platz in der Behandlung hämatologischer Neoplasien, insbesondere von B-
Zell-Lymphomen, aber auch in der Therapie einer Reihe von Autoimmunerkrankungen 
(129).                     
Imatinib, ein Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor, ist bereits seit längerem zur Therapie 
der chronisch myeloischen Leukämie (130) und des gastrointestinalen Stromatumors 
(131) zugelassen. Imatinib zeichnet sich durch einen inhibitorischen Effekt auf 
Rezeptoren von Wachstumsfaktoren (zumeist handelt es sich hierbei um RTK) aus, was 
es insbesondere im Falle des PDGF-Rezeptors als Therapieoption für eine Behandlung 
der PH attraktiv macht (132). Eine vermehrte Bildung von PDGF wird als ein Faktor in 
dem komplexen Pathogeneseprozesses der PH angesehen (133).                       
Eine weitere vielversprechende Substanzgruppe stellen Serotoninantagonisten (bspw. 
Tergurid) dar (134). Serotonin ist sowohl als Vasokonstriktor als auch Hormon mit pro-
proliferativen Effekten auf glatte Muskelzellen in die Etablierung einer PH involviert 
(135). Die diesem mitogenen Effekt von Serotonin zugrunde liegenden molekularen 
Mechanismen sind allerdings noch nicht hinreichend charakterisiert (39). Eine Therapie 
der PH mittels Serotoninantagonisten dürfte v.a. in der Anfangsphase der Erkrankung 
erfolgversprechend sein (136).  
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1.3  Das Inkretinhormon glucagon-like peptide 1 
 
1.3.1 Physiologische Funktion der Inkretine im Gastrointestinaltrakt 
Der Inkretin-Effekt                
Die Inkretinfamilie besteht aus einer Gruppe von im Gastrointestinaltrakt gebildeten 
Peptidhormonen (137). Derzeit sind die beiden Peptidhormone glucagon-like peptide 1 
(GLP-1) und das glucoseabhängige insulinotrope Peptid (GIP) dieser Familie zugehörig 
(137). Die Inkretine (intestinal secretion of insulin) sind im Rahmen des sog. Inkretin-
Effektes für die Regulierung der Glucosehomöostase essentiell (138). Der Inkretin-
Effekt beschreibt das Phänomen, dass bei Applikation jeweils identischer Mengen an 
Glucose die intravenöse Applikation zu einer signifikant geringeren Ausschüttung des 
blutzuckersenkenden Peptidhormons Insulin führt, als eine orale Glucosezufuhr (139). 
Folglich ist die Menge der Insulinausschüttung aus der Bauchspeicheldrüse (Pankreas) 
nicht ausschließlich durch die Blutglucosekonzentration determiniert, sondern wird 
zusätzlich durch intestinale Faktoren wesentlich beeinflusst (140). Auf Basis experi-
menteller Daten wird der Umfang des Inkretin-Effekts in Abhängigkeit von der Glu-
cosemenge auf bis zu 75 % der Insulinantwort geschätzt (141). Diesen Umstand macht 
sich die Forschung zur Therapie des Typ-II-Diabetes mellitus (T2DM) zunutze (142). 
Im Folgenden soll näher auf das für diese Arbeit relevante GLP-1 eingegangen werden. 
Synthese, Sekretion und Abbau von glucagon-like peptide 1 (GLP-1)      
GLP-1 entsteht durch posttranslationale Prozessierung des Proglucagonmoleküls (143). 
Das korrespondierende Gen findet sich beim Menschen auf dem langen Arm des Chro-
mosoms 2 (144) und wird hauptsächlich in Pankreas, Darm und Gehirn exprimiert (145) 
(146). Die Prozessierung des Proglucagonmoleküls erfolgt dabei gewebsspezifisch 
(140): In den A-Zellen des Pankreas wird größtenteils Glucagon gebildet und nur sehr 
geringe Mengen an GLP-1 werden freigesetzt (147). Der Hauptbildungsort von GLP-1 
sind die endokrinen L-Zellen des distalen Dünndarmes (Ileum) und des Dickdarmes 
(Colon) (148). In den L-Zellen entsteht das zunächst noch biologisch inaktive GLP-1 
(1-37); es wird durch Abspaltung sowohl seiner 6 N-terminalen Aminosäuren als auch 
der C-terminalen Aminosäure sowie Amidierung am C-Terminus in die biologisch 
aktive Hauptisoform GLP-1 (7-36)NH2 (nachfolgend vereinfacht als GLP-1 bezeichnet) 
überführt (149) (150).          
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Die intestinale Freisetzung von GLP-1 wird physiologischerweise primär durch Nah-
rungsaufnahme stimuliert; hierbei wird eine Sekretion von GLP-1 insbesondere nach 
kohlenhydrat- und fettreicher Nahrung beobachtet (151). Als Mechanismus wird eine 
Stimulation von hormonalen und neuronalen (v.a. N. vagus) Mediatoren der GLP-1 
Sekretion durch Nahrungsbestandteile diskutiert (152). Als solche Mediatoren wurden 
tierexperimentell u.a. GIP, GRP, ACh und Leptin identifiziert (140). Eine Inhibierung 
der GLP-1 Freisetzung durch Somatostatin gilt als gesichert (153); eine mögliche Inhi-
bierung durch Insulin wird diskutiert (154). Der mittlere basale Plasmaspiegel von 
GLP-1 beträgt 7±1 pmol/L und steigt postprandial auf 41±5 pmol/L an (155).  
Der Abbau von GLP-1 erfolgt bevorzugt durch die Serinprotease Dipeptidylpeptidase- 
IV (DPP-IV, CD26); DPP-IV spaltet GLP-1 in das Spaltprodukt GLP-1 (9-36)NH2 
(140). Die Inaktivierung durch DPP-IV erfolgt relativ zeitnah auf die Sekretion, sodass 
eine Halbwertszeit (HWZ) des biologisch aktiven GLP-1 als Ligand des GLP-1 Rezep-
tors (GLP-1R) von nur durchschnittlich 2 Minuten resultiert (156). Die Expression von 
DPP-IV im Gastrointestinaltrakt, auf dem vaskulären Endothel sowie eine zirkulierende 
lösliche Form (157) erklären, warum das meiste GLP-1 im Blutstrom bereits in Form 
von jedoch nur vermeintlich inaktivem GLP-1 (9-36)NH2 vorliegt (158). Dieses Mole-
kül besitzt zwar kaum Affinität zum GLP-1R, ist jedoch biologisch keineswegs unwirk-
sam (140). Es wirkt vermutlich GLP-1R unabhängig (indirekt) insbesondere auf das 
kardiovaskuläre System (159), während GLP-1 durch die Aktivierung von GLP-1R 
hauptsächlich im Dienst der Glucosehomöostase steht (sog. proposed dual pathway des 
GLP-1) (160). Alternative Wege der Inaktivierung von GLP-1 wie bspw. die Spaltung 
durch ubiquitär membranständige Endopeptidasen (161) oder die renale Elimination 
(162) spielen hingegen eine eher untergeordnete Rolle. 
 
Biologische (Haupt)-Wirkung von GLP-1                         
Die Hauptwirkung von GLP-1 besteht in der glucoseabhängigen Insulinsekretion 
(Inkretin-Effekt, s.o.) (163). Zudem bewirkt GLP-1 eine Sensibilisierung der β-Zellen 
des Pankreas für Glucose, was in einer zusätzlichen Steigerung der Insulinsekretion re-
sultiert (164). Zusätzlich besteht eine deutlich stärkere Reaktion bereits glucosesensibler 
β-Zellen auf einen Reiz durch Glucose nach vorausgegangener GLP-1 Exposition (165). 
Die verstärkte Insulinsekretion ist a.e. durch eine direkte Erhöhung der Transkription 
des Proinsulingens zu erklären (166). Reaktiv liegt eine Verringerung der Glucagon-
sekretion aus pankreatischen A-Zellen vor (167). Darüber hinaus wird GLP-1 als ein 
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Differenzierungsfaktor für ductale pankreatische Zellen angesehen, die sich GLP-1 
abhängig zu pankreatischen β-Zellen differenzieren (168). Weitere anti-diabetogene 
Effekte neben der Beeinflussung der β-Zellfunktion bestehen u.a. in einer Verzögerung 
der Magenentleerung (169), der Inhibition der gastralen Säuresekretion (170) sowie 
einer Verlangsamung der Motilität des oberen Dünndarms (171) (Abbildung 6). 
Ebenfalls wirkt GLP-1 durch die Bindung an einen im Zentralnervensystem (ZNS) 
lokalisierten hypothalamischen Rezeptor anti-diabetogen, indem es zu einer Appetit-
minderung führt und so die Nahrungsaufnahme verringert (172). 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Biologisches Wirkspektrum von GLP-1.  
 
GLP-1 ist ein essentielles Hormon für die Glucosehomöostase. Es greift auf Ebene des Pankreas, des 
Magens, des Fettgewebes, der Leber, der Muskulatur und des Gehirns anti-diabetogen in den 
Glucosestoffwechsel ein. Am Herzen wirkt es zudem kardioprotektiv und führt zu verbesserten 
hämodynamischen Parametern. Modifiziert nach Baggio und Drucker (140). 
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1.3.2 Die Anwendung von Inkretinanaloga & DPP-IV-Inhibitoren in der   
         Therapie des Typ-II-Diabetes mellitus 
Dieser primär insulinotrope Effekt von GLP-1 bei gleichzeitig praktisch nicht vor-
handenem Hypoglykämie-Risiko macht diese Substanz insbesondere für die Therapie 
des T2DM attraktiv (137). Die Erhöhung des GLP-1 Plasmaspiegels kann dabei prinzi-
piell auf zweierlei Wegen erfolgen: Zum einen durch eine direkte Applikation von exo-
genem GLP-1 (bzw. synthetischer Analoga mit optimierten Eigenschaften der Pharma-
kokinetik und Pharmakodynamik zumeist zugunsten einer verlängerten HWZ bedingt 
durch eine Resistenz gegenüber DPP-IV-vermitteltem proteolytischen Abbau), zum 
anderen durch die Hemmung des GLP-1 degradierenden Enzyms DPP-IV selbst (173). 
Beide Wege sind sowohl präklinisch-experimentell als auch in vielfachen klinischen 
Studien inzwischen ausreichend erprobt und finden daher derzeit Anwendung zumeist 
in einer Kombination mit Metformin als sog. orale antidiabetische Therapie (174) (175). 
Die Wirkstoffe Exenatid, Liraglutid, Albiglutid, Dulaglutid, Lixisenatid und Taspo-
glutid repräsentieren solch synthetische GLP-1 Analoga (176). Im klinischen Alltag 
sind Exenatid und Liraglutid hierbei die gebräuchlichsten und somit am ausführlichsten 
evaluierten Substanzen (177). Exenatid stellt die synthetische Variante von Exendin-4, 
einem natürlicherweise im Gift der Gila-Krustenechse (Heloderma suspectum) enthal-
tenen Glykoprotein dar, welches GLP-1 in Struktur und Wirkung sehr stark ähnelt 
(178). Zurzeit zugelassene Wirkstoffe von DPP-IV-Inhibitoren sind Sitagliptin, Vilda-
gliptin, Saxagliptin, Linagliptin, Alogliptin und Teneligliptin (179).               
Kennzeichnend für die Therapie des T2DM mit GLP-1 Analoga bzw. DPP-IV- 
Inhibitoren sind signifikante Differenzen bezüglich der Wirkung nicht nur zwischen den 
beiden Wirkstoffgruppen (180), sondern auch unterhalb den Substanzen innerhalb der 
gleichen Wirkstoffgruppe zusätzlich zu den a priori vorhandenen Differenzen bedingt 
durch Dosierung, Verabreichungsschemata und Applikationsformen (181). Aufgrund 
dieser Komplexität soll der Fokus sämtlicher im Folgenden beschriebenen Effekte von 
GLP-1 Analoga insbesondere auf Exenatid (~ Exendin-4) liegen; weitere GLP-1 
Analoga sowie DPP-IV-Inhibitoren hingegen werden absichtlich größtenteils vernach-
lässigt. Für ein volles Verständnis der Wirkungsweise von GLP-1 Analoga und DPP-
IV-Inhibitoren sind weitere Untersuchungen insbesondere unter Berücksichtigung der 
Existenz mehrerer Formen von GLP-1 und deren unterschiedlichen Wirkmechanismen 
(direkt: GLP-1R abhängig vs. indirekt: GLP-1R unabhängig) erforderlich (140) (182). 
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1.3.3 Die Entdeckung eines erweiterten Wirkspektrums von GLP-1         
Die führende Todesursache bei an T2DM leidenden Patienten besteht in der Etablierung 
kardiovaskulärer Komplikationen durch die langanhaltende Exposition gegenüber 
hyperglykämischen Zuständen mit konsekutiver Entwicklung multipler Mikro- und 
Makroangiopathien (Abbildung 7) (160). So ist die diabetes-typische hohe Mortalität 
und Morbidität letztlich auf die Manifestation einer Arteriosklerose in multiplen Gefäß-
abschnitten inklusive ihrer jeweiligen Folgeerkrankung wie koronarer Herzkrankheit 
und Myokardinfarkt (MI) bei Beteiligung der Koronararterien oder Apoplex bei Betei-
ligung der extrakraniellen hirnversorgenden Arterien zurückzuführen (177). Durch die 
im Rahmen der Diabetes-Forschung intensivierte Auseinandersetzung mit den Inkreti-
nen wurden neuerdings vielfach positive Effekte von GLP-1 auf das kardiovaskuläre 
System nachgewiesen und ihrerseits zum Gegenstand der Forschung erhoben (183). 
GLP-1 und speziell kardiovaskuläre Wirkmechanismen         
Hyperglykämie. Allein die Reduktion der chronischen Hyperglykämie durch GLP-1R 
Agonisten (deren anti-diabetogener Primäreffekt) bedingt bereits eine Senkung des kar-
diovaskulären Risikoprofils (160). Die diesbezüglich positiven Effekte von Exenatid 
wurden durch einen Nachweis der Senkung des Anteils von glykiertem Hämoglobin 
(HbA1c) in den sog. DURATION-Studien verifiziert (184). Die LEAD-Studien stellen 
das Pendant unter Verwendung von Liraglutid dar und zeigten ähnliche Resultate (185).      
Adipositas. Die - neueren Studien zufolge nicht ausschließlich - hypothalamisch (s.o.) 
vermittelte Appetitminderung (186) (187) führt in Kombination mit einer verzögerten 
Magenentleerung (188) über eine Gewichtsreduktion zu einem verbesserten kardio-
vaskulären outcome (177). Zudem sind GLP-1R Agonisten eine der wenigen anti-
diabetisch wirksamen Medikamente, welche nicht mit einer Gewichtszunahme als 
Nebenwirkung einhergehen (177). Insbesondere Liraglutid zeigte in den LEAD-Studien 
eine Gewichtsreduktion durch v.a. Verringerung des viszeralen Fettgewebes (189).       
Bluthochdruck. Exenatid führt zu einer signifikanten Reduktion des systolischen 
Blutdruckes, wohingegen der diastolische Blutdruck keine signifikante Änderung 
erfährt (190). Die Verminderung des systolischen Blutdruckes wird tierexperimentell 
auf eine gesteigerte Natriurese mit konsekutiv gesteigerter Diurese in Kombination mit 
einer Erhöhung der glomerulären Filtrationsrate und des renalen Blutflusses zurück-
geführt (191). In Menschen konnte bisher nur eine GLP-1R vermittelte verminderte 
renale Na+-Rückresorption nachgewiesen werden (192).       
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Zudem wirkt GLP-1 durch einen GLP-1R vermittelten Aktivitätsanstieg der eNOS mit 
folglich erhöhten Spiegeln von NO vasodilatorisch und endothelprotektiv (182).       
Vasodilatorische Effekte kommen nicht nur GLP-1R vermittelt (direkt), sondern auch 
durch GLP-1 (9-36)NH2 (indirekt), d.h. GLP-1R unabhängig zustande (193). Besonders 
deutlich wird dieser proposed dual pathway der GLP-1 Wirkung bei dem von Li Ding 
und Jin Zhang nachgewiesenen Effekt der Aktivitätssteigerung der eNOS in HUVECs 
nach GLP-1 Applikation durch beide Wege (182).         
Fettstoffwechselstörung. Exenatid senkt signifikant die Plasmaspiegel von Triglyceri-
den, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und führt gleichzeitig zu erhöhten Serumkon-
zentrationen von HDL-Cholesterin (194). Liraglutid senkt hingegen zusätzlich die Plas-
maspiegel von BNP und CRP; beides Biomarker für ein erhöhtes kardiovaskuläres 
Risikoprofil (195). Tierexperimentell wurde zudem eine Steigerung der peroxisomalen 
und mitochondrialen β-Oxidation nachgewiesen (196). 
Jedoch scheinen GLP-1 und dessen Analoga auch direkt positive Effekte auf das kardio-
vaskuläre System zu haben, welche in keinem Zusammenhang mit einer initialen Sen-
kung der kardiovaskulären Risikofaktoren stehen (197). Diese Effekte sind zum einen 
GLP-1R vermittelt, finden zum anderen aber auch GLP-1R unabhängig statt (193).  
 
 
Abbildung 7: Konsequenzen chronischer Hyperglykämie für die vaskuläre Integrität.  
 
AGEs: advanced glycation end products; eNOS: endotheliale NO-Synthase; ET-1: Endothelin-1; NF-
κB: nukleärer Faktor-κB; PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1; PKC: Proteinkinase C; ROS: 
reactive oxygen species; TGF-β: transforming growth factor-β; VEGF: vascular endothelial growth 
factor. Selbsterstelltes Schema basierend auf Sjöholm (160). 
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Michael H. Davidson fasste diese insbesondere kardioprotektiv geprägten Wirkungen 
(Tabelle 3) zusammen (197). Zusätzlich wurden experimentell eine erhöhte myokar-
diale Glucoseaufnahme (198), eine Verbesserung der Reperfusion bei Z.n. MI (199) so-
wie anti-apoptotische (zytoprotektive) Effekte auf Kardiomyocyten (200) unter GLP-1 
Applikation nachgewiesen. 
 
 
 
 
 
 
 
GLP-1 und Arteriosklerose                   
Die Arteriosklerose stellt ein sehr komplexes Krankheitsbild dar, welches hauptsächlich 
durch inflammatorische Prozesse gekennzeichnet ist (201). Hierbei spielt die Interaktion 
zwischen Monocyten/Makrophagen und Endothelzellen eine zentrale Rolle in der For-
mation der arteriosklerotischen Plaques (202). So wird die Adhäsion und Akkumulation 
von im Blutstrom zirkulierenden Monocyten an die Endothelzellen der Intima als einer 
der ersten Schritte in der Pathogenese der Arteriosklerose verstanden (203). Dieser 
Adhäsions- und Akkumulationsprozess wird durch spezifische Adhäsionsmoleküle und 
deren korrespondierende Rezeptoren vermittelt (204). Zu einem späteren Zeitpunkt der 
Erkrankung dringen die adhärenten Monozyten in die Gefäßwand ein (205). Zudem 
erfolgt CD36-vermittelt die Aufnahme von oxidiertem LDL sowie eine Differenzierung 
in arteriosklerose-typische Schaumzellen (206). Es kommt zu einer Entzündung der 
Gefäßwand, begleitet durch verschiedene Zytokine und Chemokine, welche durch pro-
inflammatorische Zellen sezerniert werden (207). Bei weiterer Progression führt die 
Arteriosklerose letztlich zur Okklusion des betroffenen Gefäßes und stellt somit einen 
potenziell lebensbedrohlichen Zustand dar (208). Kardiovaskuläre Erkrankungen auf 
dem Boden einer manifesten Arteriosklerose (MI, Apoplex) repräsentieren den 
Hauptgrund für die diabetes-assoziierte hohe Mortalität und Morbidität (160) (209).    
Positive primär kardiale Effekte: 
• Reduktion der Infarktgröße bei Z.n. MI 
• Verbesserte myokardiale Kontraktilität 
• Verbesserte linksventrikuläre Hämodynamik 
• Erhöhte LVEF 
• Verbesserte Wandindizes bei Z.n. MI 
Tabelle 3: Speziell kardioprotektive Wirkungen von GLP-1. 
  
Michael H. Davidson (197), modifiziert. 
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Es gilt zu beachten, dass die Pathogenese der Arteriosklerose und die der PH 
signifikante Gemeinsamkeiten aufweisen (Merkmale der unkontrollierten Inflammation 
und Proliferation mit konsekutiver Okklusion von Gefäßen), jedoch selbstverständlich 
keineswegs als identisch zu betrachten sind. Dennoch besteht die Möglichkeit, dass 
Substanzen, welche positiv in die Pathogenese der Arteriosklerose intervenieren 
zugleich auch einen Benefit in der Behandlung der PH mit sich bringen könnten.           
In der Tat haben GLP-1 Analoga - hauptsächlich jedoch tierexperimentell - eine anti-
arteriosklerotische Potenz, insbesondere durch anti-inflammatorische Effekte sowie 
Inhibierung der Monocyten-/Makrophagenadhäsion vermittelt, bewiesen (210).          
So verringerte Exendin-4 in einem Mausmodell die Monocytenadhäsion an die Endo-
thelzellen der thorakalen Aorta und reduzierte die Größe der arteriosklerotischen 
Plaques (210). Zusätzlich wurde die Expression von ICAM-1 signifikant, die von 
VCAM-1 tendenziell durch Exendin-4 Applikation herunterreguliert (210). Des Wei-
teren supprimierte Exendin-4 via GLP-1R Aktivierung die LPS-induzierte Freisetzung 
pro-inflammatorischer Moleküle wie TNF-α und MCP-1 (210). Hierfür wurde eine dem 
GLP-1R nachgeschaltete Signalkaskade bestehend aus cAMP und PKA als Ursache 
ermittelt (210).                
Nagashima et al. konnten in einem weiteren Mausmodell zeigen, dass GLP-1 zudem zu 
einer verminderten CD36-Expression auf Peritonealmakrophagen, einer Verminderung 
der Cholesterol-Ester-Akkumulation sowie einer Suppression der Schaumzell-Forma-
tion führt (211).                         
Liraglutid hingegen reduzierte in einem Zellkulturexperiment mit HUVECs signifikant 
den oxidativen Stress durch Inhibierung der TNF-α induzierten Synthese von ROS 
(212). Weiterhin konnte eine Inhibierung des potenten Vasokonstriktors ET-1 bei 
gleichzeitiger Steigerung der eNOS-Aktivität durch Liraglutid gezeigt werden (213). 
Diese Konstellation birgt nicht nur ein hohes anti-arteriosklerotisches Potenzial, 
sondern eine pathologisch gesteigerte ET-1 Expression ist auch als Teilaspekt in die 
Pathogenese der PH involviert (214).                          
In humanen Monocyten konnte eine Herabregulation des an der Pathogenese der 
Arteriosklerose maßgeblich beteiligten Oberflächenrezeptors CD11b unter Exendin-4 
nachgewiesen werden (210). Dies suggeriert zumindest eine partielle Übertragbarkeit 
der Ergebnisse aus dem Mausmodell auf den menschlichen Organismus. 
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Der Einfluss von GLP-1R Agonisten auf eine Neointima-Formation      
Hirata et al. konnten 2013 eine reduzierte Neointima-Formation in den Femoralarterien 
von Mäusen nach künstlich gesetzter Gefäßläsion durch Exendin-4-Applikation nach-
weisen (215). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Zellen der Neointima histo-
morphologisch glatten Muskelzellen entsprechen (immunhistochemischer Nachweis 
von α-smooth muscle actin) und GLP-1R exprimieren (215). Zellkultur-Experimente 
gaben Anlass zur Vermutung, dass ein dem GLP-1R nachgeschalteter cAMP/PKA-
Signalweg für den anti-proliferativen Effekt von Exendin-4 auf glatte Muskelzellen 
verantwortlich ist (215). Zudem wurde eine anti-inflammatorische Potenz von Exendin-
4 durch eine Verminderung der LPS-induzierten TNF-α-Freisetzung aus Peritoneal-
makrophagen nachgewiesen (215). Experimente einer anderen Gruppe zeigten ähnliche 
Effekte bezüglich der Reduktion einer Neointima-Formation und anti-proliferativem 
Effekt auf glatte Muskelzellen von Linagliptin, einem DPP-IV-Inhibitor (216). 
Abbildung 8: Anti-arteriosklerotisches Wirkpotenzial von GLP-1.  
 
Die Wirkungen von GLP-1 auf Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Makrophagen sowie die 
Regulation des Lipidprofils beeinflussen die Entstehung und/oder Progression arteriosklerotischer 
Plaques. (GLP-1: glucagon-like peptide 1; NO: Stickstoffmonoxid; ROS: reactive oxygen species). 
Modifiziert nach Mita und Watada (239) sowie Ussher und Drucker (240). 
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GLP-1 vermittelte Effekte ohne direkten oder indirekten Einfluss auf die Glucose-
homöostase oder das kardiovaskuläre System             
Im ZNS ließen sich experimentell Effekte von GLP-1 nachweisen, welche nicht im 
Dienst der Regulierung des Blutglucosespiegels stehen (140). So zeigte GLP-1 eine Re-
duktion von Amyloid-Precursor-Protein und β-Amyloid, welche in die Pathogenese der 
Alzheimer-Demenz involviert zu sein scheinen (217). Demzufolge ließ sich unter der 
Applikation von GLP-1 in einem Rattenmodell auch eine Verbesserung von Gedächtnis 
sowie Lernprozessen feststellen (218). In einem gut etablierten Glutamat-Modell der 
Neurodegeneration bei Ratten wirkte GLP-1 ebenfalls neuroprotektiv und zeigte 
zusätzlich differenzierungsfördernde Effekte auf neuronale Zellen (219). Hypophysär 
bewirkt GLP-1 hingegen eine Steigerung der Sekretion von TSH, LH und ADH (220). 
In der Lunge führt GLP-1 zu einer gesteigerten Aktivität der submukösen Tracheal-
drüsen, Relaxation von PASMCs und vermehrten Surfactant-Bildung durch Stimulation 
von Typ-II-Pneumozyten (140). Diese Effekte wurden sowohl bei der Ratte als auch 
beim Menschen beobachtet (140). Zuletzt wurden diverse renoprotektive Effekte von 
GLP-1 beschrieben und neuerdings wird zusätzlich von einem Profit von GLP-1 in der 
Behandlung der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) ausgegangen (221).   
1.3.4 Der GLP-1 Rezeptor              
Der GLP-1 Rezeptor (GLP-1R) gehört zur B-Familie der aus 7 Transmembrandomänen 
bestehenden heterotrimeren G-Protein gekoppelten Rezeptoren (222). Das für den hu-
manen GLP-1R kodierende Gen wurde auf dem langen Arm des Chromosoms 6 lokali-
siert (223), die Aminosäuresequenz des GLP-1R ist bei Ratte und Mensch zu etwa 90 % 
identisch (140).                
Exprimiert wird GLP-1R auf den α-, β- und δ-Zellen des pankreatischen Inselorgans, 
Lunge, Herz, Niere, Magen (222) und in verschiedenen Regionen des ZNS inklusive 
Hypothalamus, Hypophyse und Hirnstamm von Mensch und Nagetieren (140). Eine 
GLP-1R Expression in Muskel- und Fettgewebe von Mensch und Ratte wird kontrovers 
diskutiert, bei Hunden konnte ein solcher Nachweis jedoch erbracht werden (224). Auch 
Lokalisationen auf multiplen Strukturen des kardiovaskulären Systems sind neuerdings 
insbesondere bei Mäusen beschrieben worden (193). Das extrazellulär lokalisierte N-
terminale Ende des GLP-1R ist für die Ligandenbindung essentiell (140). Je nach intra-
zellulär gekoppeltem G-Protein (Gαs, Gαq, Gαi und Gαo) hat eine Aktivierung des GLP-
1R verschiedene Zellantworten zur Folge (225) (226): Ein Anstieg von intrazellulärem 
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Ca2+ und Aktivitätssteigerungen von AC bzw. PLC sind ebenso beschrieben wie 
Aktivierungen von PKA, PKC, PI3-K, Epac2 und des MAP-K Signalweges (140).          
Neben der Signalkaskade in den β-Zellen des Pankreas ist insbesondere die dem GLP-
1R nachgeschaltete Signalkaskade in Endothelzellen ausführlich erforscht (227) (228): 
In Endothelzellen kommt es cAMP/PKA-vermittelt zu einer Erhöhung der eNOS-
Aktivität (Abbildung 9) mit konsekutiver Relaxation von glatten Muskelzellen (228). 
Einige Ergebnisse anderer Autoren wiederum sehen den durch GLP-1 vermittelten 
Anstieg der eNOS-Aktivität auch GLP-1R unabhängig zustande kommen (182) (193). 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: GLP-1R vermittelte Relaxation glatter Muskelzellen. 
 
GLP-1 bindet an den auf der Endothelzelle lokalisierten GLP-1R. Die nachgeschaltete intrazelluläre 
Signalkaskade führt zu einer Erhöhung der eNOS-Aktivität mit gesteigerter NO-Produktion. NO 
diffundiert in die benachbarten glattmuskulären Zellen und führt cGMP-abhängig zu einer Dilatation 
des entsprechenden Gefäßes. (AC: Adenylatzyklase; Akt: Proteinkinase B; AMPK: AMP-aktivierte 
Proteinkinase; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; cGMP: 
zyklisches Guanosinmonophosphat; DPP-IV: Dipeptidylpeptidase-IV; eNOS: endotheliale NO-
Synthase; GLP-1: glucagon-like peptide 1; LKB1: Leber Kinase B1; NO: Stickstoffmonoxid; PI3-K:  
Phosphoinositid-3-Kinase; PKA: Proteinkinase A). Die schwarzen Pfeile repräsentieren Ausschnitte 
in der Literatur bekannter Signalkaskaden bzw. Stoffwechselwege. Selbsterstelltes Schema basierend 
auf Zhong et al. (228).  
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1.4  Zielsetzung dieser Arbeit 
Obwohl die Therapie der PH in der jüngeren Vergangenheit massive Fortschritte zu 
verbuchen hatte, stellt die PH auch heute noch eine unheilbare Krankheit dar (229), 
deren verschiedene Therapieansätze nach wie vor hauptsächlich durch eine Applikation 
primär vasodilatorisch wirksamer Substanzen im Sinne einer medikamentösen 
Symptomkontrolle charakterisiert sind (48). 
Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, einen möglichen Grundstein für eine kausal 
ausgelegte Therapie der PH mittels GLP-1R Agonisten zu evaluieren. Im Vordergrund 
steht hierbei die anti-proliferative und anti-inflammatorische Potenz von Exendin-4 
(215), welche sich bei den bisher etablierten Substanzen zur Behandlung der PH ledig-
lich als Nebeneffekt findet (48). Insbesondere in experimentellen Modellen zur Patho-
genese der Arteriosklerose (210) und der Neointima-Formation nach künstlich gesetzter 
Gefäßläsion (215) (230) ist besagte Potenz von Exendin-4 mehrfach verifiziert worden. 
Weil die Ausbildung arteriosklerotischer Plaques bzw. einer Neointima und die für die 
PH typische Neomuskularisation im Sinne eines Remodeling zumindest in ihren Grund-
zügen identische Charakteristika zeigen (unkontrollierte Zellproliferation und/oder -
migration in Kombination mit inflammatorischen Prozessen), erscheint eine mögliche 
Therapie der PH mit GLP-1R Agonisten durchaus als sinnvoll. 
Für die mögliche Etablierung einer solchen Therapie der PH mit dem GLP-1R 
Agonisten Exendin-4 (Exenatid) wurde in der vorliegenden Arbeit mittels immun-
histochemischer Methoden untersucht, ob GLP-1 und GLP-1R auf pulmonalvaskulären 
Strukturen exprimiert werden und ob ggf. Unterschiede bezüglich der Expression 
zwischen gesunden Lungen, IPAH-Lungen, CTEPH-Lungen und einem Modell der 
MCT-induzierten PH bei Ratten bestehen.                          
In der Zellkultur sollte ferner ein anti-proliferativer Effekt von Exendin-4 auf die FCS-
induzierte Proliferation von aus MCT-Rattenlungen isolierten PASMCs nachgewiesen 
werden. 
 
Die zentrale Hypothese besteht hierbei in der Annahme, dass die Expression sowohl von 
GLP-1 als auch von GLP-1R in Lungen von an PH erkrankten Individuen reduziert ist.
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2   MATERIAL UND METHODEN 
2.1  Material 
 
2.1.1 Labortechnische Apparaturen & Instrumente 
Histologie 
Abzug TA1800  Laborbau-Systeme Hemling GmbH & Co. 
  KG, Ahaus, Deutschland 
Automatische Pipetten 1-10µl, 10-100µl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
(Eppendorf PhysioCare concept) 
Brutschrank  Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, 
 Deutschland 
Gewebeinfiltrationsautomat Leica TP1050 Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland 
Feinwaage Mettler PL303   Mettler Toledo, Giessen, Deutschland 
Heizplatte Leica Hi 1220   Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Kühlplatte Leica EG 1150 C   Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Lichtmikroskop Leica DMLA  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Mikroskopkamera Leica DFC310 FX Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Mikrotom RM 2255    Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Magnetrührer IKA® RH basic 2  IKA GmbH, Staufen, Deutschland 
Paraffinausgießstation Leica EG 1140 H Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland 
pH-Meter 766 Calimatic   Knick GmbH & Co. KG, Berlin, 
      Deutschland 
Pinzetten  Bochem Instrumente GmbH, Weilburg, 
 Deutschland 
Reinstwasseranlage Milli-Q®   Millipore, Schwalbach, Deutschland 
Schüttelgerät IKA® Vibrax VXR basic  IKA GmbH, Staufen, Deutschland 
Tischzentrifuge Hettich Mikro 200R  Hettich-Zentrifugen GmbH & Co. KG, 
  Tuttlingen, Deutschland 
Vortexer MS1 Minishaker    IKA GmbH, Staufen, Deutschland 
Wasserbad Leica HI 1210   Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland 
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Zellkultur 
Spektralphotometer Infinite M200  TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim,   
      Deutschland 
Sterile Werkbank                                           Integra Biosciences GmbH, Fernwald,  
      Deutschland 
Zellinkubator HERAcell 150   Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,  
      USA 
Zellkultur-Mikroskop Leica DM IL  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
2.1.2 Chemikalien, Reagenzien & Substanzen 
Histologie 
Blocking Reagent  Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
 Deutschland 
BSA       Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,  
      Deutschland 
Citratpuffer  Zymed Laboratories Inc., Invitrogen, 
  Carlsbad, CA, USA 
Desinfektionslösung  BODE Chemie GmbH & Co. KG,  
(Sterilium® classic pure) Hamburg, Deutschland 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
(Na2HPO4 x 2H2O) 
Eisen-Haematoxylin A, nach Weigert Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, 
      Deutschland 
Eisen-Haematoxylin B, nach Weigert Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, 
  Deutschland 
Eosin-y-alkoholisch     Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
Ethanol, 70 %     SAV-Liquid Production GmbH, Flintsbach 
      Deutschland 
Ethanol, 96 %  Otto Fischar GmbH & Co. KG, 
 Saarbrücken, Deutschland 
Ethanol absolut, 99,6 %   Berkel AHK Alkoholhandel GmbH & Co. 
      KG, Ludwigshafen, Deutschland 
Formalin     Otto Fischar GmbH & Co. KG, 
(Formaldehyd-Lösung 3,5-3,7 %)  Saarbrücken, Deutschland 
  
Hämalaun, sauer; nach Meyer   Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, 
  Deutschland 
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Hämatoxylin (QS H-3404)   Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Isopropylalkohol 99,8 %   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,  
      Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Kaliumchlorid (KCl)    Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Methanol     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,  
      Deutschland 
Methylgrün (H-3402)    Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Monocrotalin (Crotaline®)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,  
      Deutschland 
Natriumazid (NaN3)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
      Deutschland 
Natriumchlorid (NaCl)   Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
      Deutschland 
Natriumhydroxid (NaOH)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
      Deutschland 
Normal Horse Serum 2,5 %   Alexis Biochemicals, Grünberg, 
      Deutschland 
Paraffin (Paraplast Plus®)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,  
      Deutschland 
Pertex® (Eindeckmedium)   Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland 
Proteinase K (Dako Real™, 40x)  Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 
Resorcin-Fuchsin; nach Weigert  Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, 
      Deutschland 
Rodent Block R    Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
      Deutschland 
Salzsäure (HCl)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
      Deutschland 
TBS-Tris Puffer pH 7,2   Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
      Deutschland 
Trypsin (Digest All2®)   Invitrogen Corporation, Camarillo, CA, 
      USA 
Wasserstoffperoxid (H2O2), 30 %  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Xylol (Roti®-Histol)    Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
      Deutschland 
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Zellkultur 
Exendin-4 (ab120214)   Abcam Inc., Cambridge, UK 
FCS      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
      Deutschland 
Medium 199 (M199)     Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin (P/S)  Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Zell-Proliferation ELISA, BrdU   Roche Diagnostics Deutschland GmbH,  
Colorimetric Kit                  Mannheim, Deutschland 
2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
Histologie 
Deckgläser 24x36 mm  Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, 
 Deutschland 
Eppendorf Tubes (Microtubes 1,5 ml) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
 Deutschland 
Gewebe-Einbettkassetten   Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland 
Handschuhe Nitra-Tex®   Ansell Ltd., Tamworth, Staffordshire, UK 
Mikrotomklingen     Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
(MX35 Premier 34°/80 mm)  
Objektträger 25x75x1 mm    R. Langenbrinck, Emmedingen, 
(SuperFrost Ultra Plus®)   Deutschland 
Pipettenspitzen für automatische Sarstedt AG & Co., Nümbrecht,  
Pipetten 10 µl, 200 µl, 1000 µl  Deutschland 
Präparatemappen    R. Langenbrinck, Emmedingen, 
      Deutschland 
Präparatekästen    R. Langenbrinck, Emmedingen, 
      Deutschland 
Zellkultur 
Handschuhe Nitra-Tex®   Ansell Ltd., Tamworth, Staffordshire, UK 
Zellkulturflaschen                             Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,  
      Deutschland 
Zellkulturplatten (24-Well-Platten)               Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
      Deutschland 
Zellkulturschalen                              Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,  
      Deutschland 
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2.1.4 Puffer, Medien & Lösungen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                          
1
* vor Gebrauch ist eine Verdünnung zu einfach konzentriertem PBS-Puffer (PBS 20x  PBS 1x) durch 
Zugabe von dH2O  sowie ggf. Korrektur des pH-Wertes durch Zugabe von HCl bzw. NaOH auf  pH = 7,4 
mittels pH-Meter erforderlich. 
Puffer Substanz Menge 
PBS, 20x (Immunhistochemie)*1 NaCl 160 g 
KCl 4 g 
Na2HPO4 x 2H2O 23 g 
KH2PO4 4 g 
dH2O 1 L 
Medium Substanz Verhältnis 
Wachstumsmedium (Zellkultur) Medium 199 als Basis 
FCS 10 % 
P/S 1 % 
Hungermedium (Zellkultur) Medium 199 als Basis 
FCS 0,1 % 
P/S 1 % 
Lösung Substanz Menge 
BSA, 1 % (Immunhistochemie) BSA 0,5 g 
NaN3 0,0065 g 
PBS, 1x 50 ml 
BSA, 10 % (Immunhistochemie) BSA 20 g 
NaN3 0,026 g 
PBS, 1x 200 ml 
Fe-Hämatoxylin nach Weigert (EvG-Färbung) Eisen-Hämatoxylin A,  
nach Weigert 
100 ml 
Eisen-Hämatoxylin B,  
nach Weigert 
100 ml 
H2O2-Methanol Gemisch 15 % (Immunhistochemie) Methanol, reinst 100 ml 
H2O2, 30 % 100 ml 
Tabelle 4:  Verwendete Puffer, Medien und Lösungen. 
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2.1.5 Verwendete Antikörper für die Immunhistochemie 
 
Anti-GLP-1R Antikörper (ab39072)  Abcam Inc., Cambridge, UK 
(Polyklonal, Kaninchen anti Ratte/Mensch)  
Anti-GLP-1 Antikörper (bs-0038R)  Bioss Inc., Woburn, MA, USA 
(Polyklonal, Kaninchen anti Ratte/Mensch) 
 
Anti-α-SMA Antikörper (A 2547)  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 
(Monoklonal, Maus anti Ratte/Mensch) 
Anti-vWF Antikörper (A 0082)  Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland 
(Polyklonal, Kaninchen anti Ratte/Mensch) 
 
 
2.1.6 Kits & Assays 
 
DAB (Substrat Kit für Peroxidase)  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
ImmPRESS™ Reagent Kit Peroxidase Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Universal Quick Kit (PK-7800)  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Vector®VIP-(Substrat Kit) Reagenz  Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
Warp RED Chromogen Kit (Substrat) Biocare Medical, Concord, CA, USA 
ZytoChem-Plus AP Polymer-Kit  Zytomed Systems GmbH, Berlin, 
      Deutschland 
 
2.1.7 Computerprogramme 
 
GraphPad Prism® Version 5.01   GraphPad Software, Inc., USA 
Leica QWin V3    Leica Microsystems Ltd., Schweiz 
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2.1.8 Probenmaterial                    
 
Histologie                 
Die Untersuchungsbasis für den histologischen Teil bildete bereits in Formalin fixiertes 
und in Paraffin eingebettetes (FFPE) Gewebe. Für die Untersuchungen an Humange-
webe wurden gesundes Lungengewebe („Donor“, n = 12), Lungengewebe von Patienten 
mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH), früher bezeichnet als primäre 
pulmonale Hypertonie (daher die Deklaration als „PPH“, n = 12) sowie Lungengewebe 
von Patienten mit chronisch thromboembolischer pulmonaler Hypertonie („CTEPH“, n 
= 10) verwendet. Die Gegenüberstellung unter Verwendung eines Rattenmodells setzte 
sich aus Lungengewebe gesunder Ratten („Healthy“, n = 10) sowie Lungengewebe von 
Ratten entnommen 5 Wochen nach einmaliger MCT-Injektion („MCT“, n = 12) zu-
sammen. MCT diente hierbei der artifiziellen Induktion einer PH in den Ratten und 
stellt ein inzwischen gut validiertes Tiermodell dar. Als Positivkontrolle in Bezug auf 
die GLP-1/GLP-1R Immunhistochemie fungierte Gewebe von Dünndarm (Intestinum 
tenue) und Gaumenmandel (Tonsilla palatina), jeweils einmal humanen Ursprungs und 
einmal von der Ratte. Lässt man die Positivkontrollen unberücksichtigt, so ergibt sich 
ein Gesamtstichprobenumfang von n = 56 (Tabelle 5). 
 
Ethikkommission und Tierschutz               
Da es sich bei allen Gewebeproben um Material aus der BIOBANK handelte, war ein 
positives Votum der Ethikkommission - ebenso wie eine Tierversuchsgenehmigung des 
Tierschutzbeauftragten - nicht erforderlich bzw. es hatten die für die ursprünglich 
durchgeführten Untersuchungen beantragten Dokumente noch ihre Gültigkeit. Die 
Analyse des Patientengewebes war demnach unter dem Aktenzeichen 10/06 (Ergänzung 
zum Antrag 31/93) durch die Ethikkommission des Fachbereiches Humanmedizin der 
Justus-Liebig-Universität Gießen genehmigt, die Einbeziehung des tierischen Gewebes 
in den Versuch erfolgte mit der Genehmigung des Regierungspräsidiums Gießen unter 
dem Aktenzeichen GI 20/10 Nr. 39/2009. 
 
Zellkultur 
Als Probenmaterial für das Zellkultur-Experiment dienten PASMCs, welche aus Ratten 
isoliert wurden, in denen zuvor durch MCT eine PH induziert worden war. Hierzu 
wurde die von Dahal et al. beschriebene Technik verwendet (231). 
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Nr. Donor PPH CTEPH Healthy MCT 
(01) Donor 58-10 PPH 56-5 CTEPH 6-9 Healthy - TB 2128 MCT 1 - 
25.06.2008 
(02) Donor 64-9 PPH 74-11 CTEPH 41-4 Healthy - TB 2243 MCT 1 - Dez 
2008 
(03) Donor 68-2 PPH 78-1 CTEPH 53-8 Healthy - TB 2247 MCT 2 - Dez 
2008 
(04) Donor 68-10 PPH 94-5 CTEPH 67-6 Healthy - TB 2530 MCT 2 - Sept 
2008 
(05) Donor 93-4 PPH 112-
10 
CTEPH 70-1 Healthy - TB 2531 MCT 3 - Dez 
2008 
(06) Donor 95-7 PPH 113-5 CTEPH 91-1 Healthy - TB 3072 MCT 3 - Sept 
2008 
(07) Donor 99-5 PPH 123-4 CTEPH 145-4 Healthy - TB 3075 MCT 5 - Sept 
2008 
(08) Donor 107-3 PPH 125-6 CTEPH 160-7 Healthy 1 - Jun 
2008 
MCT 6 - Dez 
2008 
(09) Donor 120-9 PPH 224-8 CTEPH-W 
29-7 
Healthy 3 - Nov 
2008 
MCT 8 - Dez 
2008 
(10) Donor 198-6 PPH 225-3 CTEPH-W 
35-3 
Healthy 5 - Nov 
2008 
MCT 10 - Dez 
2008 
(11) Donor 200-9 PPH-W 
25-5 
 MCT 12 - Dez 
2008 
(12) Donor-GI 150-
16 
PPH-W 
37-5 
MCT 13 - Dez 
2008 
Σ n=12 n=12 n=10 n=10 n=12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 5:  Probenmaterial für die immunhistochemische Untersuchung. 
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2.2  Methoden 
 
 
2.2.1 Herstellung eines histologischen Präparates           
Die Lagerung des FFPE-Gewebes erfolgte im Kühlschrank. Etwa ½ Stunde vor 
Arbeitsbeginn wurden die zu schneidenden Blöcke auf eine Kühlplatte gelegt, da 
ausreichend gekühlte Blöcke eine Grundvoraussetzung für ein zufriedenstellendes 
Schnittergebnis darstellen. Nach dem Trimmen mit 20 µm Schnittdicke zwecks 
Schaffung einer planen Oberfläche wurden von jedem Gewebeblock 10 Serienschnitte 
zu je 3 µm Dicke angefertigt. Mittels Pinsel erfolgte die Überführung ins Wasserbad (40 
°C) und nach dem Aufziehen auf vorbeschriftete Objektträger begann der Trock-
nungsprozess für zunächst ca. 2 Stunden auf der Heizplatte (42 °C), welcher anschlie-
ßend im Brutschrank über Nacht bei 37 °C fortgeführt wurde. Waren die Präparate 
vollständig getrocknet, konnte die Weiterverarbeitung im Sinne des Färbeprozesses 
beginnen.  
 
2.2.2 Konventionelle histologische Färbungen           
Vor Färbebeginn mussten die Schnitte für mindestens eine Stunde im Brutschrank 
inkubiert werden, in welchem bei 59 °C das Paraffin schmolz. Das Grundprinzip kon-
ventioneller histologischer Färbungen gliedert sich in fünf Teilabschnitte (6):            
Xylol  dient der Entparaffinierung der Schnitte, die sich anschließende absteigende 
Alkoholreihe  der Überführung in ein wässriges Milieu (Rehydratation). Es folgt die 
eigentliche Färbung in den für die jeweilige Färbung spezifischen Färbelösungen . 
Eine aufsteigende Alkoholreihe zum Zwecke der erneuten Dehydratation  sowie 
nachfolgend Xylol  vervollständigen den Färbeprozess. Das abschließende Eindecken 
mittels Pertex oder Corbit-Balsam und Deckglas macht die gefärbten Schnitte haltbar. 
 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung               
Aufgrund der Tatsache, dass sich die HE-Färbung in der zytologisch-histologischen 
Untersuchung als Routinefärbung etabliert hat (6), wurde von den angefertigten 
Schnitten je ein Schnitt pro Gewebeblock mit dieser Färbetechnik behandelt (Tabelle 
6a)). Durch Verwendung des Hämalauns erfahren alle sauren (basophilen) Strukturen 
der Zelle eine Blaufärbung; dies gilt insbesondere für Zellkerne (Nuclei) inkl. der darin 
enthaltenen DNA sowie für das mit Ribosomen besetzte rER (6).                    
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Eosin hingegen färbt alle basischen (eosinophilen) Zellbestandteile rot; wie bspw. zyto-
solisch lokalisierte Proteine, Mitochondrien, das gER und diverse Kollagene (6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
a) Färbeprotokoll der HE-Färbung 
Lfd. 
Nr. Reagenz/Chemikalie Dauer 
(1) Xylol 10 min 
(2) Xylol 10 min 
(3) Xylol 10 min 
(4) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(5) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(6) Ethanol 96 % 5 min 
(7) Ethanol 70 % 5 min 
(8) dH2O spülen 
(9) Hämalaun nach Mayer, sauer 20 min 
(10) H2O, fließend 5 min 
(11) Ethanol 96 % 1 min 
(12) Eosin-y-alkoholisch 4 min 
(13) dH2O spülen 
(14) Ethanol 96 % 2 min 
(15) Ethanol 96 % 2 min 
(16) Ethanol absolut 99,6 % 3 min 
(17) Isopropylalkohol 99,8 % 3 min 
(18) Xylol 3 min 
(19) Xylol 3 min 
(20) Xylol 3 min 
Eindecken mit Pertex 
b) Färbeprotokoll der EvG-Färbung 
Lfd. Nr. Reagenz/Chemikalie Dauer 
(1) Xylol 10 min 
(2) Xylol 10 min 
(3) Xylol 10 min 
(4) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(5) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(6) Ethanol 96 % 5 min 
(7) Ethanol 70 % 5 min 
(8) Resorcin-Fuchsin 10-24 h 
(9) H2O, fließend 15 min 
(10) dH2O spülen 
(11) Fe-Hämatoxylin nach Weigert 5 min 
(12) dH2O spülen 
(13) H2O, fließend 15 min 
(14) dH2O spülen 
(15) Van Gieson-Lösung 10 min 
(16) dH2O spülen (kurz) 
(17) Ethanol 96 % 2 min 
(18) Ethanol 96 % 2 min 
(19) Ethanol absolut 99,6 % 3 min 
(20) Isopropylalkohol 99,8 % 3 min 
(21) Xylol 3 min 
(22) Xylol 3 min 
(23) Xylol 3 min 
Eindecken mit Pertex 
Tabelle 6: Färbeprotokolle der konventionellen histologischen Färbungen.  
Bei jeder histologischen Färbung - gleich ob konventioneller oder immunhistochemischer Natur - 
ging Schritt (1) unmittelbar vor Färbebeginn eine mindestens einstündige Inkubation im Brutschrank 
bei 59 °C voraus. 
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Elastica-van-Gieson-Färbung              
Zur besseren Differenzierung des physiologischen Gefäßaufbaus bzw. des patho-
logischen Gefäßumbaus (Remodeling) wurde ebenfalls ein Schnitt pro Gewebeblock mit 
der EvG-Färbung, einer Kombination aus der klassischen van Gieson-Methodik mit der 
Elastica-Färbung nach Weigert (6), gefärbt (Tabelle 6b)). Das Färbeergebnis sieht bei 
dieser Färbung blauschwarze Nuclei, schwarzviolette elastische Fasern, gelbes Muskel-
gewebe und rote Kollagenfasern vor (6). 
 
2.2.3 Immunhistochemische Färbungen                
Immunhistochemische Methoden stellen eine Weiterentwicklung der konventionellen 
histologischen Untersuchungstechniken dar (6). Sie erlauben es, hochselektiv v.a. 
Proteinstrukturen sichtbar zu machen (6). Dies gelingt durch eine (im Idealfall) hoch-
spezifische Antigen-Antikörper-Bindung (6).                  
Nähere Einzelheiten zur Theorie der Immunhistochemie anhand eines visualisierenden 
Schemas sind in Abbildung 18 (Anhang) aufgeführt.  
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GLP-1R und GLP-1 auf Humangewebe            
Vor der eigentlichen Färbung (Tabelle 7) wurde anhand von Probeschnitten in einer 
aufsteigenden Verdünnungsreihe die optimale Konzentration des Primärantikörpers 
ermittelt. Als geeignet erwies sich eine Verdünnung von 1:100 für den GLP-1R-Ak 
bzw. eine Verdünnung von 1:300 für den GLP-1-Ak. Die Verwendung der Kits erfolgte 
streng nach Herstellerangaben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nr. Reagenz/Chemikalie Dauer 
(1) Xylol 10 min 
(2) Xylol 10 min 
(3) Xylol 10 min 
(4) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(5) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(6) Ethanol 96 % 5 min 
(7) Ethanol 70 % 5 min 
(8) dH2O 2x5 min 
(9) 
Kochen  
(Mikrowelle) 
Warmhalten in Puffer  
(Mikrowelle aus) 
Kühlen in Puffer  
(Küwette offen) 
25 min 
 
10 min 
 
30 min 
(10) dH2O 1 min 
(11) H2O2-Methanol  Gemisch 15 % 20 min 
(12) dH2O 2x5 min 
(13) Proteinase K 15 min 
(14) dH2O 1 min 
(15) TBS-Tris Puffer pH 7,2 2x5 min 
(16) 10 % BSA-Lösung 60 min 
(17) PBS Puffer pH 7,4 2x5 min 
(18) Blocking Reagent 10 min 
(19) TBS-Tris Puffer pH 7,2 2 min 
(20) Primärantikörper über Nacht 
(21) TBS-Tris Puffer pH 7,2 4x5 
min/2h 
(22) 
Post Block Reagent 2 
(ZytoChem-Plus  
AP Polymer Kit) 
20 min 
(23) TBS-Tris Puffer pH 7,2 3x5 
min 
(24) 
AP-Polymer Reagent 3 
(ZytoChem-Plus  
AP Polymer Kit) 
30 min 
(25) TBS-Tris Puffer pH 7,2 3x5 
min 
(26) Warp Red Chromogen Kit  (Substrat) 10 min 
(27) dH2O spülen 
(28) Hämatoxylin 30 sec 
- 5 min 
(29) dH2O spülen 
(30) TBS-Tris Puffer pH 7,2 1 min 
(31) H2O 10 min 
(32) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(33) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(34) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(35) Xylol 30 sec 
(36) Xylol 30 sec 
Eindecken mit Pertex 
Das Färbeprotokoll ist für GLP-1R und GLP-1 prinzipiell identisch. Ein Unterschied besteht lediglich 
in der Verwendung des jeweiligen Primärantikörpers [Schritt (20)]. Für die GLP-1R Immunhisto-
chemie erfolgte die Verwendung des GLP-1R Primärantikörpers (Verdünnung 1:100); für die GLP-1 
Immunhistochemie die Verwendung des GLP-1 Primärantikörpers (Verdünnung 1:300).  
Tabelle 7: Färbeprotokoll der GLP-1R und GLP-1 Immunhistochemie auf Humangewebe. 
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GLP-1R und GLP-1 auf Rattengewebe           
Auch für die Immunhistochemie auf Rattengewebe (Tabelle 8) erfolgte eine Testung 
der optimalen Verdünnung des Primärantikörpers; diese lag für den GLP-1R-Ak 
ebenfalls bei 1:100 und für den GLP-1-Ak bei 1:200. Alle Kits wurden streng nach 
Herstellerangaben verwendet. Die Zielstrukturen GLP-1R bzw. GLP-1 färbten sich 
sowohl auf Humangewebe (s.o.) als auch auf Rattengewebe rot an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nr. Reagenz/Chemikalie Dauer 
(1) Xylol 10 min 
(2) Xylol 10 min 
(3) Xylol 10 min 
(4) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(5) Ethanol absolut 99,6 % 5 min 
(6) Ethanol 96 % 5 min 
(7) Ethanol 70 % 5 min 
(8) dH2O 2x5 min 
(9) 
Kochen  
(Mikrowelle) 
Warmhalten in Puffer  
(Mikrowelle aus) 
Kühlen in Puffer  
(Küwette offen) 
25 min 
 
10 min 
 
30 min 
(10) dH2O 1 min 
(11) H2O2-Methanol  Gemisch 15 % 20 min 
(12) dH2O 2x5 min 
(13) Proteinase K 15 min 
(14) dH2O 1 min 
(15) TBS-Tris Puffer pH 7,2 2x5 min 
(16) 10 % BSA-Lösung 60 min 
(17) PBS Puffer pH 7,4 2x5 
min 
(18) Rodent Block R 30 min 
(19) TBS-Tris Puffer pH 7,2 2 min 
(20) Primärantikörper über Nacht 
(21) TBS-Tris Puffer pH 7,2 4x5 
min/2h 
(22) 
AP-Polymer Reagent 3 
(ZytoChem-Plus  
AP Polymer Kit) 
30 min 
(23) TBS-Tris Puffer pH 7,2 3x5 
min 
(24) Warp Red Chromogen Kit  (Substrat) 10 min 
(25) dH2O spülen 
(26) Hämatoxylin 30 sec 
- 5 min 
(27) dH2O spülen 
(28) TBS-Tris Puffer pH 7,2 1 min 
(29) H2O 10 min 
(30) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(31) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(32) Ethanol absolut 99,6 % 30 sec 
(33) Xylol 30 sec 
(34) Xylol 30 sec 
Eindecken mit Pertex 
Das Färbeprotokoll ist für GLP-1R und GLP-1 prinzipiell identisch. Ein Unterschied besteht lediglich 
in der Verwendung des jeweiligen Primärantikörpers [Schritt (20)]. Für die GLP-1R Immunhisto-
chemie erfolgte die Verwendung des GLP-1R Primärantikörpers (Verdünnung 1:100); für die GLP-1 
Immunhistochemie die Verwendung des GLP-1 Primärantikörpers (Verdünnung 1:200).  
Tabelle 8: Färbeprotokoll der GLP-1R und GLP-1 Immunhistochemie auf Rattengewebe. 
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Doppelfärbung: α-smooth muscle actin und vWF            
Die α-Actin/vWF-Doppelfärbung (Tabelle 9) war in erster Linie für eine differenzierte 
Beurteilung der Lokalisation des GLP-1R in den pulmonalen Gefäßen notwendig, da sie 
eine präzise Unterscheidung von Endothel (Intima) und Muscularis (Media) erlaubt. 
 
 
Als spezifischer Endothelzellmarker diente hierbei vWF (braunes Färbeergebnis); α-
Actin als muskelspezifisches Protein hingegen repräsentiert einen Indikator der Muscu-
laris (lila Färbeergebnis).                      
(21) PBS 4x5 
(22) VIP-(Substrat Kit) Reagenz 3-4 
(23) H2O2 5 
b) Färbung des zweiten Antigens (vWF) 
(24) PBS 5 
(25) 10 % BSA 20 
(26) PBS 2x5 
(27) Serumblock II 20 
(28) Primärantikörper II    (37 °C) 30 
(29) PBS 4x5 
(30) Sekundärantikörper 30 
(31) PBS 2x5 
(32) DAB 20-25 sec 
(33) H2O 5 
(34) Methylgrün 5 
(35) dH2O 1 
(36) Etahnol 96 % 2 
(37) Ethanol 96 % 2 
(38) Isopropylalkohol 99,8% 5 
(39) Isopropylalkohol 99,8% 5 
(40) Xylol 5 
(41) Xylol 5 
(42) Xylol 5 
Eindecken mit Pertex 
Nr. Reagenz/Chemikalie Dauer (min) 
a) Färbung des ersten Antigens (α-Actin) 
(1) Xylol 10 
(2) Xylol 10 
(3) Xylol 10 
(4) Ethanol absolut 99,6 % 5 
(5) Ethanol absolut 99,6 % 5 
(6) Ethanol 96 % 5 
(7) Ethanol 70 % 5 
(8) H2O2-Methanol Gemisch 15 % 20 
(9) dH2O 2x5 
(10) PBS 2x5 
(11) Trypsin (37 °C) 15 
(12) PBS 4x5 
(13) 10 % BSA 20 
(14) PBS 2x5 
(15) Serumblock I 10 
(16) Primärantikörper I 30 
(17) PBS 4x5 
(18) Sekundärantikörper, biotinyliert 10 
(19) PBS 4x5 
(20) Streptavidin Peroxidase Complex 5 
Tabelle 9: Färbeprotokoll der immunhistochemischen Doppelfärbung: α-Actin und vWF. 
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Die Gegenfärbung der Zellkerne erfolgte mit Methylgrün. Der Ablauf der Doppel-
färbung war für Rattengewebe und für Humangewebe identisch. Beide Teilfärbungen 
folgten unmittelbar aufeinander. Die Verdünnung der Primärantikörper betrug jeweils 
1:800. Die Verwendung aller Kits erfolgte streng nach Herstellerangaben. 
2.2.4 Quantifizierung der Immunhistochemie: Scoring analysis         
Die Quantifizierung des immunhistochemischen Färbergebnisses erfolgte mittels 
scoring analysis. Hierfür wurde das Scoring-Programm der Leica QWin V3 Standard® 
Software verwendet. Die für das Scoring-Ergebnis wesentlichen Teilschritte werden 
ausführlich anhand von Abbildung 19 (Anhang) illustriert, weswegen es an dieser 
Stelle nur einer textlichen Kurzform als Beschreibung bedarf:        
Nach Einstellung der Bildparameter (Grundvoraussetzung: Für jedes zu untersuchende 
Präparat identische Werte) wurde der Ort der maximalen Intensität im jeweils vorlie-
genden Schnitt aufgesucht und vom Programm gleich 100 % Färbeintensität (Referenz-
grauwert) gesetzt. Anschließend begann die Messung von sowohl der Intensität als auch 
der Verteilung aller Rottöne des gesamten Präparates Bild für Bild. Die einzelnen Mess-
ergebnisse wurden von der Software automatisch in eine Excel-Datei transferiert und 
entsprechende Durchschnittswerte wurden gebildet. Der score value markierte hierbei 
den für diese Untersuchung entscheidenden Wert.  
 
2.2.5 Zellkultur             
Pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (PASMCs) wurden gemäß Dahal et al. aus 
Ratten isoliert (231), in denen zuvor mittels MCT eine PH induziert worden war. Die 
PASMCs-Kulturen wurden bei 37 °C in einem befeuchteten Zellinkubator mit einer 
Atmosphäre aus 5 % CO2 und 95 % O2 kultiviert. In eine 24-Well-Platte wurden etwa 
5×103 Zellen pro Well ausgesät und nach 24 Stunden wurde das M199 Wachstums-
medium mit 10 % FCS durch ein Hungermedium (0,1 % FCS) ersetzt. Verschiedene 
Dosen von Exendin-4 (5 und 50 nM sowie 1 µM in H2O) wurden den jeweiligen 
Versuchsgruppen hinzugefügt. Nach 24 Stunden Inkubation im Hungermedium erfolgte 
die Induktion der Zellproliferation mittels Wachstumsmedium plus den jeweiligen 
Dosen von Exendin-4 in den korrespondierenden Versuchsgruppen. 5-Brom-2‘-Desoxy-
uridin (BrdU) Labeling Reagent wurde in jedes Well hinzugefügt. Während der sich 
anschließenden Inkubationszeit wurde das BrdU (ein Thymidin-Analogon) anstelle des 
Thymidins in die DNA proliferierender Zellen eingebaut. Am folgenden Tag wurde 
erfolgreich inkorporiertes BrdU durch Bindung an einen mit Peroxidase konjugierten 
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monoklonalen Antikörper identifiziert. Die Zellen wurden nachfolgend 3x mit 250 µl 
PBS-Puffer gewaschen und die gebildeten Immunkomplexe wurden durch die sich 
anschließende Substratreaktion detektiert. Die entstehende Farbe des Reaktionspro-
duktes wurde durch Messung der Absorption bei den jeweils spezifischen Wellen-
längen (370 nm, Referenz: 492 nm) mittels Multi-Well-Spektralphotometer quantifiziert 
(Tabelle 10). Alle Experimente wurden in zweifacher Ausfertigung durchgeführt. 
 
 
Nummer Korrespondierender Arbeitsschritt 
(1) Aussaat von ~ 5x103 PASMCs/Well in 24-Well-Platten mit 500 µl Wachstums-
medium/Well (10 % FCS/M199/1 % P/S). 
 
(2) 
Nach 24 Stunden Ersatz des Wachstumsmediums durch ein Hungermedium (0,1 % 
FCS/M199/1 % P/S) für 24 Stunden. Zugabe von Exendin-4 in Dosen von 5 und 50 nM 
sowie 1 µM zu den jeweiligen Gruppen. 
 
 
(3) 
Induktion der Zellproliferation durch Austausch des Hungermediums gegen 225 µl/Well 
Wachstumsmedium inklusive Exendin-4 in den jeweiligen Dosen. Zu den Kontroll-
gruppen wurden 225 µl Hungermedium/Well oder alternativ Wachstumsmedium ohne 
Exendin-4 zugefügt. Zusätzlich Zugabe von 25 µl von 100 µM BrdU Labeling Reagent in 
jedes Well. 
(4) Nach 24 Stunden Entfernung des Inkubationsmediums und Fixierung der Zellen durch 
Zugabe von 250 µl FixDenat/Well. 
(5) Inkubation der Platten für 30 Minuten bei Raumtemperatur. 
(6) Entfernen von FixDenat. 
(7) Zugabe von 250 µl anti-BrdU Antikörper konjugiert mit Peroxidase in jedes Well. 
(8) 90 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur. 
(9) Entfernen der Lösung und dreimaliges Waschen mit 250 µl PBS-Puffer. 
(10) Hinzufügen von 250 µl Substrat/Well. 
(11) Nach 5 Minuten Inkubationszeit Messung der Absorption bei 370 nm (Referenz 492 nm) 
alle 5 Minuten bis zu 20 Minuten. 
 
2.2.6 Statistische Auswertung              
Die graphische Visualisierung der gewonnenen Rohdaten geschah in Form von Balken-
diagrammen. Die Höhe der Balken repräsentiert hierbei die Mittelwerte, die Fehler-
balken hingegen stellen den SEM (standard error of the mean, Standardfehler) dar. Die 
Visualisierung erfolgte mittels GraphPad Prism® Version 5.01.                  
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte unter der Verwendung des Zweistich-
proben-t-Testes (Student‘s t-Test). Ein p-Wert ≤ 0,05 wurde hierbei als statistisch 
signifikant angesehen. 
Tabelle 10: Protokoll des Zellkultur-Experiments. 
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3   ERGEBNISSE 
 
Hirata et al. konnten 2013  - wie zuvor bereits Goto et al. in 2011 - zeigen, dass durch 
eine Applikation von Exendin-4 nach künstlich gesetzter Gefäßläsion in Mäusen die 
Bildung einer Neointima signifikant reduziert werden konnte (215) (230). Weiter wie-
sen Hirata et al.  in einem Zellkultur-Experiment mit glatten Muskelzellen aus der Aorta 
von Ratten nach, dass das Inkretinanalogon auch in vitro sowohl anti-proliferative als 
auch anti-inflammatorische Potenz besitzt (215). Der Untersuchung zufolge kamen 
diese Eigenschaften durch einen der Aktivierung des glucagon-like peptide 1 receptor 
(GLP-1R) nachgeschalteten cAMP/PKA-Signalweg zustande (215). Da diese Eigen-
schaften einen Profit in der Therapie der PH versprechen, wurde in der vorliegenden 
Arbeit untersucht, inwiefern diese Erkenntnisse auf die Pathophysiologie eben jener 
Erkrankung übertragbar sind.  
3.1  Lokalisation von glucagon-like peptide 1 receptor (GLP-1R) auf  
       pulmonalvaskulären Strukturen   
Um die Relevanz von glucagon-like peptide 1 (GLP-1) bzw. dessen synthetischer 
Analoga als mögliche Therapieoption in der Behandlung der PH beurteilen zu können, 
musste zunächst festgestellt werden, ob insbesondere der GLP-1R als potenzielles 
therapeutisches target in Lungenparenchym exprimiert wird.             
In einem weiteren Schritt sollte die exakte Lokalisation von GLP-1R speziell in dem 
Gewebe der pulmonalvaskulären Strukturen untersucht werden, sollte sich ein immun-
histochemischer Nachweis von GLP-1R in Lungenparenchym initial bestätigen. 
3.1.1 Lokalisation von GLP-1R in Humanlungen             
In dem Parenchym humaner Lungen ließen sich v.a. pulmonalvaskuläre Strukturen 
immunhistochemisch anfärben. Des Weiteren färbten sich bisweilen sowohl der glatt-
muskuläre Anteil der Wand der größeren Bronchien (Tunica fibromusculocartilaginea) 
bzw. weniger der Bronchiolen als auch vereinzelte Zellen - vermutlich Alveolarmakro-
phagen oder andere Zellen inflammatorischer Differenzierung - rot. Auch einzelne 
Zellen des Bronchialepithels und insbesondere der Surfactant-Film reagierten manch-
mal positiv.                 
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Das Maximum an Färbeintensität war jedoch definitiv stets den pulmonalvaskulären 
Strukturen zuzurechnen.  
Die IPAH-Lungen präsentierten eine homogene, jedoch relativ schwache Anfärbbarkeit 
der Media mit allenfalls diskret stärkerer Expression von GLP-1R auf den Endothel-
zellen. Die CTEPH-Lungen hingegen wiesen hauptsächlich endothelständig eine beson-
ders hohe Rezeptordichte bei gleichzeitig schwächerer Expression von GLP-1R auf den 
glatten Muskelzellen der Media auf (Abbildung 10). Für die CTEPH-Lungen war 
weiterhin eine erhöhte Rezeptordichte nahe der Grenze von Tunica media zu Tunica 
adventitia im Bereich der Membrana elastica externa charakteristisch. Die Differen-
zierung und Zuordnung der Expressionsintensitäten zu den jeweiligen histologischen 
Schichten einer Arterie geschah in Berücksichtigung der Korrelation des Ergebnisses 
der GLP-1R Immunhistochemie mit der EvG-Färbung und insbesondere der α-
Actin/vWF-Doppelfärbung. Beide Färbungen erlaubten eine exakte Differenzierung von 
Endothelium und Muscularis und dienten somit als Referenz. 
3.1.2 Lokalisation von GLP-1R in Rattenlungen         
Auch in dem Parenchym der Rattenlungen dominierten die Gefäße als positiv rea-
gierende Strukturen, jedoch waren ebenfalls - sogar in höherem Maße als bei den 
humanen Lungen - Bronchialepithel sowie Bronchialmuskulatur nebst einzelner Zellen 
vermutlich ebenfalls inflammatorisch differenzierter Subpopulation angefärbt worden. 
Bedingt durch die Tatsache, dass aufgrund der Größe der Rattenlungen regelmäßig die 
Pleuragrenze (Lungenfell, Pleura visceralis) mitangeschnitten war, konnte zudem eine 
erhöhte Expressionsdichte von GLP-1R unmittelbar subpleural festgestellt werden, 
wobei es sich jedoch vermutlich um ein Färbeartefakt handeln dürfte. Dem gleichen 
Umstand ist auch der Nachweis einer vermehrten Rotfärbung von Nerven, Skelett-
muskulatur sowie von hyalinem Knorpel (letzterer wahrscheinlich unspezifisch analog 
zum Surfactant-Film) zu verdanken. 
Besonders auffällig bei der GLP-1R Immunhistochemie war die starke und recht 
selektive Färbung des Endotheliums bei den MCT-Ratten, wohingegen die glatten 
Muskelzellen der Media nahezu ungefärbt blieben, wenngleich auch hier eine allerdings 
sehr schwache Expression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 10). Die Lokali-
sationsbestimmung von GLP-1R auf pulmonalvaskulären Strukturen in der Rattenlunge 
fand ebenfalls in Korrelation zu den anderen Färbungen statt. 
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3.2  Expressionsprofil von GLP-1R 
Der nächste Schritt, nachdem ermittelt worden war, dass sowie wo GLP-1R in pulmo-
nalen Gefäßen exprimiert wird, bestand darin, mittels scoring analysis zu quantifizieren, 
ob und wenn ja inwiefern es objektiv messbare Unterschiede in der Expressionsinten-
sität von GLP-1R zwischen Gefäßen gesunder Lungen und solchen von an PH Erkrank-
ten gibt. Hierzu wurde die jeweilige Färbeintensität der GLP-1R Immunhistochemie ge-
messen und die Ergebnisse graphisch visualisiert.                              
Die Gegenüberstellung fand zwischen Donor-Lungen und IPAH-Lungen, Donor-
Lungen und CTEPH-Lungen sowie gesunden Rattenlungen (Healthy) und einem MCT-
Rattenmodell der PH statt. 
 
Abbildung 10: Immunhistochemische Lokalisation von GLP-1R. 
  
Abgebildet sind Serienschnitte. Jede Zeile verfolgt jeweils das gleiche Gefäß im Verlauf. Die Spalten 
hingegen repräsentieren die jeweils angewandte Färbung. Die Pfeile weisen auf die Orte höchster 
GLP-1R Expression hin. Diese fand sich sowohl bei den CTEPH-Lungen als auch bei den MCT- 
Lungen vorwiegend endothelständig, während die IPAH-Lungen durch eine gleichmäßige Färbung 
vor allem der Tunica media charakterisiert waren. Die Differenzierung von Endothel und Muscularis 
ist insbesondere der Korrelation zur immunhistochemischen α-Actin/vWF-Doppelfärbung geschuldet. 
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3.2.1 Humanlungen: Donor vs. IPAH              
Es zeigte sich eine deutlich verminderte Expression von GLP-1R in den IPAH-Lungen 
im Vergleich zu gesunden Donor-Lungen (Abbildung 11). Der Durchschnittswert 
(score value in %) der GLP-1R Expression für IPAH-Lungen betrug ~ 0,17 und für die 
Donor-Lungen ~ 0,30.              
Die Färbung war bei beiden Präparaten ausgesprochen homogen und in den IPAH 
Lungen folglich gleichmäßig schwächer ausgeprägt als in den Donor-Lungen; d.h. 
bezüglich der Lokalisation des GLP-1R bestanden keine Differenzen, sondern lediglich 
bezüglich deren Expressionsintensität.  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1R auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der humanen Lunge zwischen gesunden Lungen (Donor) und  
  IPAH-Lungen. 
  
Die GLP-1R Expression ist in den IPAH-Lungen (n=12) gegenüber den gesunden Donor-Lungen 
(n=12) deutlich reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die Doppel-
pfeile definieren die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der IPAH-Lunge zeigt die für die IPAH 
charakteristische Gefäßwandverdickung als Ergebnis des pathologischen Remodeling-Prozesses (hier 
jedoch sehr diskret ausgeprägt). Alle Daten sind als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. 
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3.2.2 Humanlungen: Donor vs. CTEPH             
Die CTEPH-Lungen zeigten ebenfalls gegenüber den gesunden Donor-Lungen eine 
Verminderung der GLP-1R Expression (Abbildung 12). Diese fiel allerdings etwas ge-
ringer aus als es bei der Gegenüberstellung von IPAH-Lungen und Donor-Lungen der 
Fall war. Die korrespondierenden Wertepaare für den score value betrugen ~ 0,30 
(Donor) und ~ 0,22 (CTEPH).                       
Die Donor-Lungen imponierten durch eine homogen kräftige Anfärbbarkeit von Endo-
thel und Media, während die CTEPH-Lungen neben einer insbesondere endothelständig 
sehr hohen Rezeptordichte zusätzlich ein zweites Intensitätsmaximum nahe der Mem-
brana elastica externa bei allenfalls sehr diskreter Anfärbbarkeit der restlichen Tunica 
media aufwiesen. 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1R auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der humanen Lunge zwischen gesunden Lungen (Donor) und  
  CTEPH-Lungen. 
  
Die GLP-1R Expression ist in CTEPH-Lungen (n=10) gegenüber den gesunden Donor-Lungen (n=12) 
reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die Doppelpfeile definieren 
die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der CTEPH-Lunge zeigt eine massive Gefäßwandver-
dickung infolge des vermutlich durch rezidivierende Embolien induzierten Entzündungsprozesses mit 
konsekutivem Remodeling der Gefäßwand. Besonders gut zu erkennen ist ein zweiter Anstieg der 
Expressionsintensität im Bereich der Membrana elastica externa der CTEPH-Lunge. Alle Daten sind 
als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. 
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3.2.3 Rattenlungen: Healthy control vs. MCT            
Die Gegenüberstellung im MCT-Rattenmodell ergab ein tendenziell identisches Ver-
hältnis der Resultate: Die GLP-1R Expression in den MCT-Rattenlungen war signi-
fikant geringer ausgeprägt als in den gesunden Kontrollen (Abbildung 13). Der score 
value betrug ~ 0,27 für die gesunden Kontrollen und ~ 0,16 für das Modell der MCT-
induzierten PH in Ratten.          
Beide Lungenschnitte reagierten insbesondere endothelständig positiv. Bei den MCT-
Lungen war zusätzlich eine allenfalls sehr schwache Anfärbbarkeit der Media zu ver-
zeichnen, was jedoch vermutlich auf deren pathomechanistisch bedingte Verbreiterung 
zurückzuführen war. 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1R auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der Rattenlunge zwischen gesunden Lungen (Healthy control) und 
  MCT-Lungen. 
  
Die GLP-1R Expression ist in den MCT-Lungen (n=12) gegenüber den gesunden Kontrollen (n=10) 
signifikant reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die Doppelpfeile 
definieren die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der MCT-Lunge zeigt die für das Modell der 
MCT-induzierten PH charakteristische Wandverdickung als Ergebnis des Remodeling-Prozesses. Alle 
Daten sind als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. * Signifikante Unterschiede zu den 
gesunden Kontrollen. 
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3.3  Expressionsprofil von GLP-1 
Mit der Analyse des GLP-1 Expressionsprofils wurde analog zu der Analyse des 
Expressionsprofils von GLP-1R verfahren. Die score values erreichten identische 
Tendenzen in Bezug auf die Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen; die abso-
luten Beträge fielen jedoch wesentlich geringer aus als bei der Rezeptorexpression. 
3.3.1 Humanlungen: Donor vs. IPAH            
Das GLP-1 Expressionsprofil der IPAH-Lungen (score value ~ 0,02) war im Vergleich 
zu den Donor-Lungen (score value ~ 0,06) signifikant reduziert (Abbildung 14). 
Auffällig war die insgesamt nur sehr schwache GLP-1 Expression im Vergleich zu der 
seines Rezeptors. Bei den Donor-Lungen war sie bevorzugt endothelständig lokalisiert, 
die IPAH-Lungen hingegen reagierten im Bereich der peripheren Tunica media positiv. 
 
 
 
  
 
Abbildung 14: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1 auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der humanen Lunge zwischen gesunden Lungen (Donor) und  
  IPAH-Lungen. 
  
Die GLP-1 Expression ist in den IPAH-Lungen (n=12) gegenüber den gesunden Donor-Lungen 
(n=12) signifikant reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die 
Doppelpfeile definieren die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der IPAH-Lunge zeigt die für die 
IPAH charakteristische Wandverdickung als morphologisches Korrelat des pathologischen Remode-
ling-Prozesses. Alle Daten sind als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. * Signifikante 
Unterschiede zur Donor-Kontrollgruppe. 
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3.3.2 Humanlungen: Donor vs. CTEPH             
Die GLP-1 Expression war auch in den CTEPH-Lungen gegenüber den gesunden 
Donor-Lungen reduziert (Abbildung 15). Der Unterschied war jedoch weniger deutlich 
als bei dem Vergleich der Donor-Lungen mit den IPAH-Lungen. Die korrespon-
dierenden Wertepaare für den score value betrugen ~ 0,06 (Donor) bzw. ~ 0.03 
(CTEPH).                         
In der GLP-1 Immunhistochemie dominierte das Endothel der Donor-Lungen, während 
die CTEPH-Lungen durch eine Färbung sowohl von Endothel als auch einer diskreteren 
Färbung der Tunica media charakterisiert waren. 
 
 
  
 
 
 
 
Abbildung 15: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1 auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der humanen Lunge zwischen gesunden Lungen (Donor) und  
  CTEPH-Lungen. 
  
Die GLP-1 Expression ist in den CTEPH-Lungen (n=10) gegenüber den gesunden Donor-Lungen 
(n=12) deutlich reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die Doppel-
pfeile definieren die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der CTEPH-Lunge zeigt eine massive 
Gefäßwandverdickung infolge des vermutlich durch rezidivierende Embolien induzierten Entzün-
dungsprozesses mit konsekutivem Remodeling der Gefäßwand. Alle Daten sind als Mittelwert plus 
Standardfehler (SEM) angegeben. 
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3.3.3 Rattenlungen: Healthy control vs. MCT           
Das GLP-1 Expressionsprofil in den MCT-Rattenlungen (score value ~ 0,10) war 
gegenüber dem GLP-1 Expressionsprofil in den gesunden Kontrollen (score value ~ 
0,24) signifikant reduziert (Abbildung 16). Als atypisch zu verzeichnen waren die 
absolut betrachtet relativ hohen Werte für die GLP-1 Expressionsprofile, welche sich in 
etwa auf einem Niveau mit den Werten der GLP-1R Expressionsprofile befanden, was 
bei den Humanlungen nicht gefunden werden konnte.               
Gesunde Rattenlungen waren durch eine homogen kräftige Anfärbbarkeit von Endothel 
und Tunica media charakterisiert, während die MCT-Lungen im Bereich des luminalen 
Drittels der Tunica media schwächer positiv reagierten und eine Färbung der peripheren  
zwei Drittel der Tunica media gänzlich ausblieb. 
  
 
 
 
 
Abbildung 16: Vergleich des Expressionsprofils von GLP-1 auf pulmonalvaskulären  
  Strukturen der Rattenlunge zwischen gesunden Lungen (Healthy control) und 
  MCT-Lungen. 
  
Die GLP-1 Expression ist in MCT-Lungen (n=12) gegenüber den gesunden Kontrollen (n=10) 
signifikant reduziert. Die Mikrofotos stellen jeweils repräsentative Aufnahmen dar. Die Doppelpfeile 
definieren die Dicke der Gefäßwand. Die Gefäßwand der MCT-Lunge zeigt die für das Modell der 
MCT-induzierten PH charakteristische Wandverdickung als Ergebnis des Remodeling-Prozesses. Alle 
Daten sind als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. * Signifikante Unterschiede zu den 
gesunden Kontrollen. 
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3.4  Zellkultur 
In einem Zellkultur-Experiment sollte die anti-proliferative Potenz des GLP-1 Rezeptor 
Agonisten Exendin-4 auf PASMCs nachgewiesen werden. Hierzu wurden glatte Mus-
kelzellen aus den Pulmonalarterien von Ratten mit einer MCT-induzierten PH gemäß 
Dahal et al. isoliert (231) und mit 10 % FCS in M199 als Wachstumsmedium inkubiert. 
In einem zweiten Schritt wurde das Wachstumsmedium durch ein Hungermedium (nur 
0,1 % FCS enthalten) ersetzt; diesem war Exendin-4 in verschiedenen Konzentrationen 
(5 nM, 50 nM und 1 µM) zugesetzt. Nach 24 Stunden erfolgte die Induktion der 
Zellproliferation mittels erneuter Inkubation in Wachstumsmedium, welches jetzt 
jedoch ebenfalls mit den korrespondierenden Dosen von Exendin-4 versetzt war. Die 
Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte unter Verwendung von BrdU Labeling 
Reagent (5-Brom-2‘-Desoxyuridin); hierzu wurde nach Zugabe eines mit Peroxidase 
konjugierten anti-BrdU-Antikörpers sowie eines entsprechenden Substrates die Farbe 
des entstehenden Reaktionsproduktes mittels Muli-Well-Spektralphotometer bei einer 
Absorption von λ = 370 nm gemessen.             
Die Absorption der Kontrollgruppe wurde gleich 100 % gesetzt und diente somit als 
Referenz. Durch die Zugabe von FCS wurde die Proliferation der PASMCs induziert 
und die Absorption stieg auf einen Wert von ~ 174 % an. Durch eine gleichzeitige 
Inkubation mit Exendin-4 war dieser Effekt partiell reversibel: Exendin-4 in einer 
Konzentration von 5 nM ließ die Absorption unter FCS-induzierter Zellproliferation auf 
~ 155 % ansteigen; eine Exendin-4 Konzentration von 50 nM senkte die Absorption 
hingegen auf ~ 139 %. Eine Inkubation der PASMCs mit FCS und 1 µM Exendin-4 
ergab eine Reduktion der Absorption auf ~ 126 % (Abbildung 17). Der anti-
proliferative Effekt von Exendin-4 ist folglich direkt proportional der verabreichten 
Dosis, also streng dosisabhängig.   
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Abbildung 17: Anti-proliferativer Effekt von Exendin-4 auf die durch FCS induzierte  
  Proliferation aus MCT-Ratten isolierter PASMCs. 
  
Die Absorption der Kontrollgruppe (Control) entspricht 100 % und dient als Referenz. Durch Zugabe 
von FCS erfolgt eine Stimulation der Zellproliferation, folglich steigt die Absorptionsrate an. Dieser 
Effekt ist bei gleichzeitiger Applikation von Exendin-4 partiell reversibel. Der anti-proliferative Effekt 
von Exendin-4 ist dabei direkt proportional dosisabhängig. Für alle Gruppen gilt n=8. Die Daten sind 
als Mittelwert plus Standardfehler (SEM) angegeben. * Signifikante Unterschiede zur Referenz-
kontrolle. $ Signifikante Unterschiede zur Gruppe der FCS-induzierten Zellproliferation. 
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4   DISKUSSION 
4.1  Immunhistochemische Untersuchungen 
 
4.1.1 Lokalisationsbestimmung von GLP-1R              
In der vorliegenden Arbeit konnte eine Expression von GLP-1R auf pulmonal-
vaskulären Strukturen nachgewiesen werden. Die genauere Lokalisationsbestimmung in 
Korrelation zu der immunhistochemischen Doppelfärbung von vWF und α-Actin ergab 
eine GLP-1R Expression sowohl auf den Endothelzellen der Intima als auch auf den 
glatten Muskelzellen der Media der Pulmonalarterien bzw. -arteriolen von Mensch und 
Ratte. Die Lokalisation des GLP-1R auf multiplen Strukturen des kardiovaskulären 
Systems bei Menschen und Nagetieren ist zuvor bereits vielfach beschrieben worden, 
sodass die Ergebnisse dieser Arbeit diesbezüglich als konsistent mit den Daten anderer 
Autoren angesehen werden können (232) (197). Eine Besonderheit dieser Arbeit stellt 
jedoch der Nachweis einer GLP-1R Expression in der für die PH charakteristisch 
veränderten Gefäßmorphologie dar, welche sich zudem gegenüber der physiologischen 
Norm als teils signifikant verändert erwiesen hat (s.u.). 
4.1.2 Expressionsprofil von GLP-1 & GLP-1R            
Die Resultate der vorliegenden Arbeit implizieren eine verminderte Expression von 
GLP-1 und GLP-1R auf pulmonalvaskulären Strukturen von an PH erkrankten Indivi-
duen gegenüber den jeweiligen gesunden Kontrollen. Diese Unterschiede in den Ex-
pressionsprofilen erwiesen sich teils als signifikant, waren tendenziell jedoch in allen 
untersuchten Gegenüberstellungen vorhanden. In der Pathogenese der PH wurden be-
reits mehrere Faktoren identifiziert, deren Verminderung eine Entstehung der Erkran-
kung begünstigt, so u.a. die Expression von PPARγ (54). Ein als normwertig zu charak-
terisierendes Expressionsprofil von PPARγ spielt folglich eine protektive Rolle für die 
Etablierung einer PH (53) und ein Mangel an PPARγ ist mit einem erhöhten Risiko 
assoziiert, an PH zu erkranken (54). Inwieweit hierbei eine Analogie zu der in dieser 
Arbeit festgestellten verminderten Expression von GLP-1/GLP-1R besteht, muss hinge-
gen in weiterführenden Experimenten untersucht werden. Es bleibt jedoch eine Im-
plikation für eine mögliche (Substitutions-)Therapie der PH mittels GLP-1R Agonisten. 
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4.1.3 Scoring analysis                
Die Bestimmung des Expressionsprofils von GLP-1 und GLP-1R auf pulmonal-
vaskulären Strukturen wurde in der vorliegenden Arbeit mittels scoring analysis durch-
geführt. Die scoring analysis wiederum stellt ein manuelles und relativ aufwändiges 
Verfahren zur Quantifizierung immunhistochemischer Färbeergebnisse dar (233). 
Letztlich ist sie, insbesondere bei schwachen Farbtönen bedingt durch nur geringe 
Expressionsintensitäten, bisweilen auf das subjektive Farbempfinden des Untersuchers 
angewiesen. Hierbei spielt auch die Spezifität der verwendeten Antikörper eine Rolle. 
Die Differenzierung von Artefakt und tatsächlich positiv reagierendem Gewebe stellt 
eine weitere Schwierigkeit bei der Anwendung dieser Methode dar. Ebenso bestand die 
Möglichkeit, dass gewisse Areale eines Präparates oder gar ganze Präparate nicht von 
der Färbung erfasst worden waren. Wo sich dieser Verdacht aufdrängte, wurde eine 
Nachfärbung eines weiteren Schnittes der gleichen Lunge durchgeführt und mit dem 
Originalpräparat verglichen. Auch gilt es, zu bedenken, dass das untersuchte Präparat - 
insbesondere im Fall der humanen Lungen -  jeweils nur einen kleinen Ausschnitt der 
entsprechenden Lunge repräsentiert. Diese Tatsache verdeutlicht sich in den bisweilen 
relativ stark ausgeprägten intra- und interindividuellen Differenzen der Expressions-
intensitäten. Diese schienen zudem partiell auch von der Lage des Gefäßes im Präparat 
abhängig zu sein: Unterschieden werden konnte zwischen zentral oder peripher 
(subpleural) gelegenen Gefäßen, solchen in unmittelbarer Bronchusnähe (arterielles 
System) oder in Bindegewebssepten verlaufend (venöses System) sowie Gefäßen in 
lokal entzündlichem Milieu (Ansammlungen von Leukocyten). Gerade für die CTEPH-
Lungen waren lokal sehr unterschiedliche Färbeintensitäten im gleichen Präparat ein 
wiederholt anzutreffendes Charakteristikum; ein Umstand, welcher u.a. dem Patho-
mechanismus der CTEPH geschuldet sein könnte und seine Begründung in der 
Gegenüberstellung von thromboembolisch verschlossenen Arealen und solchen, in 
denen dies nicht der Fall ist, findet. Bedingt durch die Tatsache, dass die erkrankten 
Lungen aufgrund des pulmonalvaskulären Remodelings deutlich verbreiterte Gefäß-
wände aufwiesen, war demzufolge natürlich auch die potenziell anzufärbende Fläche a 
priori vergrößert. Nicht zu Letzt sei noch auf die Interferenz mit anderen positiv 
reagierenden Strukturen, welche jedoch nicht dem pulmonalvaskulären Gewebe 
zugerechnet werden können, hingewiesen, wie bspw. Alveolarmakrophagen, der 
Surfactantfilm des Bronchialepithels und Zellen der Bronchialmuskulatur.              
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Nichtsdestotrotz bzw. gerade aufgrund der Kenntnis dieser o.g. Problematiken ist die 
scoring analysis in der vorliegenden Arbeit unter permanenter bestmöglicher Ausschal-
tung aller beschriebenen Störfaktoren durchgeführt worden, sodass die gewonnen Er-
gebnisse durchaus als repräsentativ zu werten sind. 
4.2  Zellkultur 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein anti-proliferativer Effekt des GLP-1R Agonisten 
Exendin-4 auf die FCS-induzierte Proliferation von PASMCs nachgewiesen. Dieses 
Resultat deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren: Hirata et al. fanden ähnliche 
Tendenzen bei der PDGF-induzierten Proliferation von glatten Muskelzellen, welche 
zuvor aus Rattenaorten isoliert worden waren (215). Der zugrunde liegende Signalweg 
wurde als cAMP/PKA-abhängig beschrieben (215). Goto et al. lieferten in diesem 
Punkt allerdings widersprüchliche Resultate (230). Diese Diskrepanz wird von den Au-
toren selbst auf die Unterschiedlichkeit der jeweils verwendeten Studien-Designs 
zurückgeführt (215). Da die vorliegende Arbeit jedoch im Hinblick auf eine therapeu-
tische Option von Exendin-4 in der Behandlung der PH angefertigt wurde, war es 
essentiell, nachzuweisen, dass der anti-proliferative Effekt von Exendin-4 auf die Proli-
feration von PASMCs übertragbar ist. Die Tatsache, dass die für diese Arbeit verwen-
deten PASMCs aus MCT-Ratten isoliert wurden, unterstreicht die explizite Nähe des 
hier verwendeten Modells zur IPAH, wenngleich Hirata et al. bedingt durch die Wahl 
von PDGF als Proliferationsstimulus zumindest in diesem Punkt größere Nähe zur 
Pathogenese der PH bewiesen (215) (234). 
4.3  Implikationen für eine Therapie der PH mit GLP-1 Analoga 
Die Pathogenese der PH ist im Wesentlichen durch eine Kombination aus proliferativen 
und inflammatorischen Prozessen gekennzeichnet (37). Daraus ergibt sich ein 
pulmonalvaskuläres Remodeling in vasokonstriktiv geprägtem Mediatorenmilieu (37). 
Die dadurch bedingte Gefäßobstruktion führt zu einer Nachlasterhöhung des rechten 
Ventrikels, welche zunächst in einer Rechtsherzbelastung mit kompensatorisch 
einsetzender Hypertrophie des rechtsventrikulären Myokards mündet (235). Wird 
jedoch ein kritischer Punkt überschritten, kommt es infolge rechtsventrikulärer 
Dilatation zur Dekompensation der Rechtsherzinsuffizienz mit Progression in Rechts-
herzversagen, welches letztlich zum Tode führt (235).               
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Sowohl die vorliegende Arbeit als auch die Ergebnisse vielfältiger tierexperimenteller, 
präklinischer sowie klinischer Studien nähren die Hoffnung, dass GLP-1 Analoga auf 
verschiedensten Ebenen positiv in diesen Pathogeneseprozess intervenieren könnten: 
Summer et al. führen ebenso wie Bogaard et al. an, dass Übergewicht eine Rolle in der 
Pathogenese der PH spielen könnte (236) (237). GLP-1 Analoga haben im Rahmen der 
T2DM-Therapie durch eine verzögerte Magenentleerung sowie hypothalamisch 
vermittelte Appetitminderung zu signifikanter Gewichtsreduktion geführt (137).            
Zustände chronischer Hyperglykämie bedingen eine verminderte eNOS-Aktivität bei 
zugleich erhöhten ET-1 Konzentrationen, erhöhte Spiegel von VEGF begleitet von ab-
normer Angiogenese sowie eine gestörte Gefäßpermeabilität und Okklusion von Kapi-
llaren und größeren Gefäßen durch vermehrte Expression von TGF-β und PAI-1 (160). 
Die EZM hingegen erfährt einen Umbau in Form gesteigerter Synthese von Kollagenen 
und Fibronektin (160). Gleichzeitig kommt es zu einer verstärkten Expression pro-
inflammatorischer Zytokine und NF-κB vermittelt zu einer Aktivierung und Transkrip-
tion pro-inflammatorischer Gene (160). Schließlich resultiert aus einer vermehrten 
Akkumulation von ROS ein gesteigertes Maß an oxidativem Stress, welcher sich 
seinerseits wiederum in einer endothelialen Dysfunktion manifestiert (160). All diese 
Faktoren - mit Ausnahme von VEGF, dessen Rolle in der Pathogenese der PH 
kontrovers diskutiert wird (44) - sind dem derzeitigen Stand der Forschung zufolge 
maßgeblich für die Etablierung einer PH verantwortlich (37). Somit besteht zumindest 
theoretisch allein durch eine Reduktion der chronischen Hyperglykämie durch GLP-1 
Analoga, also deren Haupteffekt, eine positive Intervention in den Pathogeneseprozess 
der PH auf mannigfaltigen Ebenen.          
Hirata et al. wiesen zusätzlich eindrucksvoll einen anti-proliferativen Effekt von GLP-
1R Agonisten auf zweierlei Wegen - sowohl in vivo als auch in vitro - nach (215). In 
ihrer Arbeit reduzierte Exendin-4 signifikant die Ausbildung einer Neointima nach 
artifiziell gesetzter Gefäßläsion bei Mäusen (215). Dieser anti-proliferative Effekt 
bestätigte sich in einem Zellkultur-Experiment mit PDGF-induzierter Proliferation von 
aus Rattenaorten isolierten glatten Muskelzellen (215). Hierfür wurde ferner ein 
cAMP/PKA abhängiger Signalweg verantwortlich gemacht (215). Auch in der 
vorliegenden Arbeit wurde ein antiproliferativer Effekt von Exendin-4, allerdings auf 
die FCS-induzierte Proliferation von PASMCs, nachgewiesen. 
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Besagte Formation einer Neointima in den Femoralarterien der Mäuse nach Gefäßläsion 
korreliert pathogenetisch gesehen in hohem Maß mit dem pulmonalvaskulären Remode-
ling in Form einer Neomuskularisierung in der Etablierung einer PH. Die Neomuskula-
risierung ist durch Migration glatter Muskelzellen und/oder Rekrutierung von Fibroblas-
ten und deren Differenzierung in glatte Muskelzellen charakterisiert (67). Hinzu addie-
ren sich Hypertrophie sowie Hyperplasie der ortsständigen Zelltypen (65) (82).           
Der exakte Ablauf der Neomuskularisierung ist noch nicht abschließend geklärt; auch 
eine Beteiligung von Endothelzellen wird derzeit diskutiert (238). Nichtdestotrotz näh-
ren die Effekte von Exendin-4 auf die Ausbildung einer Neointima im Mausmodell die 
Hoffnung der Existenz einer Entsprechung in der Pathogenese der PH. Bezüglich der 
Formation einer Neointima und anti-proliferativem Effekt von Exendin-4 in vitro exis-
tieren konsistente Daten von Goto et al. (230); Terawaki et al. hingegen zeigten ähn-
liche Tendenzen in einem Experiment mit dem DPP-IV-Inhibitor Linagliptin (216).        
Hirata et al. konnten zusätzlich zu einem anti-proliferativen Effekt auch einen anti-
inflammatorischen Effekt von Exendin-4 nachweisen (215). Exendin-4 reduzierte signi-
fikant die Expression von TNF-α in Peritonealmakrophagen nach Exposition gegenüber 
einem inflammatorischen Stimulus in Form von LPS (215).                   
Da sowohl unkontrollierte Zellproliferation insbesondere von glatten Muskelzellen 
sowie inflammatorische Prozesse jeweils zentrale Aspekte in der Pathogenese der PH 
repräsentieren (37), kann vermutlich von einem Benefit von GLP-1R Agonisten in der 
Behandlung der PH ausgegangen werden; dieser Behandlungsansatz dürfte zudem strak 
kausal geprägt sein. Mita und Watada wiesen ebenfalls anti-proliferative, anti-
inflammatorische sowie vasodilatorische Effekte nach (239).            
Im weitesten Sinne bestehen zwischen der Pathogenese der PH und jener der 
Arteriosklerose gewisse Gemeinsamkeiten. Prinzipiell liegt beiden Erkrankungen ein 
Remodeling der Gefäßwand zugrunde. GLP-1 Analoga haben bezüglich der Entstehung 
respektive Progression arteriosklerotischer Plaques positive Effekte bewiesen (239): 
Durch Verminderung einer Entzündungsreaktion in Monocyten/Makrophagen sowie 
Endothelzellen mit gesteigerter Synthese von NO bei gleichzeitig verminderter Akku-
mulation von ROS und Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen kommt es zu 
einer verringerten Leukozytenadhäsion mit konsekutiver Größenreduktion arteriosklero-
tischer Plaques (210) (239) (240). Hierbei spielt auch die Suppression einer Aktivierung 
von NF-κB durch GLP-1R Agonisten eine Rolle (210). NF-κB gilt als Schlüsselregula-
tor in der Transkription pro-inflammatorischer Moleküle wie TNF-α und MCP-1 (210). 
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Zudem kommt es durch eine Inhibierung der Phosphorylierung von NF-κB durch Lira-
glutid zur einer verminderten Expression von ET-1 (213), einem potenten Vaso-
konstriktor und ebenfalls Schlüsselmolekül in der Pathogenese der PH (214), wie die 
durchaus erfolgreiche Behandlung der PH mittels ET-Rezeptorantagonisten demons-
triert (241).                        
NO wird in der Wahrung der endothelialen Integrität und somit des Erhalts eines 
physiologischen Milieus im Gefäßbett eine zentrale Bedeutung zuteil (242). Bisher 
etablierte Therapien der PH sowohl durch Inhibierung des cGMP-degradierenden 
Enzyms Phosphodiesterase-5 mittels PDE5-Inhibitoren (243) als auch neuerdings die 
NO-unabhängige Stimulation der cGMP bildenden sGC durch Riociguat (244) belegen 
die essentielle Rolle einer verminderten NO-Bildung in der Pathogenese der PH (245). 
GLP-1 wirkt GLP-1R vermittelt im Sinne einer Aktivitätssteigerung der eNOS mit kon-
sekutiv erhöhten NO-Spiegeln (182). Dieser stimulierende Effekt auf die eNOS ist ins-
besondere in Experimenten mit HUVECs nachgewiesen worden und es wurde zusätz-
lich gefunden, dass die Erhöhung der eNOS-Aktivität nicht nur GLP-1R abhängig 
(direkt durch GLP-1(7-36)NH2), sondern auch GLP-1R unabhängig (indirekt durch 
GLP-1(9-36)NH2) zustande kommt (182). Durch NO wiederum erfolgt eine Aktivier-
ung der sGC, was in einer Erhöhung des second messengers cGMP resultiert (110). 
cGMP führt primär zu einer Vasodilatation durch Relaxation glatter Muskelzellen in der 
Media der Gefäßwände (110). Sekundär sind jedoch weitere cGMP-vermittelte Mecha-
nismen bekannt, welche ihrerseits ebenfalls einen Benefit in der Behandlung der PH 
versprechen, wie Hemmung der Thrombozytenaggregation, der Leukozytenadhäsion 
sowie der Migration und Proliferation glatter Muskelzellen (246).                
Nur am Rande sei erwähnt, dass GLP-1 aufgrund seiner ausgeprägten anti-proliferativen 
Potenz und der Tatsache, dass einige Tumoren (insbesondere neuronaler, endokriner 
oder embryonaler Differenzierung) eine hohe GLP-1R Expression aufweisen, kürzlich 
auch zum Gegenstand der onkologischen Forschung avanciert ist (247).                
Der Tod von an PH erkrankten Patienten ist zumeist keine Erscheinung der primär 
pulmonalen Pathologie, sondern vielmehr der sich daraus ergebenden kardialen Proble-
matik einer dekompensierten Rechtsherzinsuffizienz infolge Nachlasterhöhung des 
rechten Ventrikels (248). Während die molekularen Mechanismen, welche initial zur 
kompensatorischen Hypertrophie des rechtsventrikulären Myokards führen, recht gut 
erforscht sind, sind die Faktoren, die zu einem Wechsel vom kompensierten Stadium  
der Rechtsherzinsuffizienz in das dekompensierte Stadium führen, weitgehend 
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unerforscht (37). In Versuchen wurde gezeigt, dass eine solche Dekompensation bzw. 
überhaupt erst die Entwicklung einer Insuffizienz vermutlich nicht allein aufgrund der 
progredient erhöhten Nachlast des rechten Ventrikels zustande kommt, sondern durch 
zusätzliche Faktoren in die Wege geleitet wird (37). Eine Exazerbation inflamma-
torischer Prozesse sowie eine Akkumulation von ROS und RNS (reactive nitrogen 
species, reaktive Stickstoffspezies) werden zurzeit als solche Faktoren diskutiert (249).  
Tierexperimentell werden außerdem aus dem pathologisch veränderten pulmonalen 
Gefäßbett sezernierte Faktoren, welchen diesen Übergang ebenfalls begünstigen sollen, 
vermutet (250). GLP-1 bzw. dessen Analogon Liraglutid führt nicht nur zu einer 
Verminderung dieser möglicherweise involvierten Faktoren durch seine anti-inflamma-
torische Potenz sowie eine Verringerung der Anreicherung von ROS (212), sondern hat 
auch direkt kardioprotektive Effekte bewiesen (197). Diese äußern sich in einer 
Verbesserung der myokardialen Kontraktilität vermutlich infolge erhöhter myokardialer 
Glucoseaufnahme insbesondere unter ischämischen Bedingungen (sog. metabolic shift 
des Myokards) (197). Auch konnte ein Benefit von GLP-1 in experimentellen Modellen 
der dilatativen Kardiomyopathie gezeigt werden (159). Eine GLP-1R vermittelte 
zytoprotektive Wirkung auf Kardiomyozyten durch Aktivierung der antiapoptotisch 
wirksamen PI3-K und von MAP-K hat sich zudem ebenso tierexperimentell bestätigt 
(199) wie eine Aktivierung von gleichfalls antiapoptotisch wirkender PKB (Akt) und 
GSK-3β bei gleichzeitiger Inaktivierung von MMP-9 (251). Des Weiteren wurde bei 
Patienten mit einer Herzinsuffizienz in den Stadien NYHA II-IV eine Verbesserung der 
Lebensqualität sowie eine Erhöhung der LVEF unter GLP-1 Applikation nachgewiesen 
(252). Inwiefern diese primär linksventrikulär erhobenen Resultate auf den rechten 
Ventrikel übertragbar sind, gilt es in weiteren Studien zu überprüfen. Dennoch 
suggerieren diese Ergebnisse verbesserter kardialer Parameter einen möglichen Vorteil 
von GLP-1 Analoga bei der Herauszögerung der Etablierung einer Rechtsherz-
insuffizienz bzw. Verhinderung von deren Dekompensation. 
Bei der Evaluation einer potenziellen Therapie der PH mittels GLP-1R Agonisten gilt es 
jedoch, einige Besonderheiten zu beachten (181): 
Die Gruppe der GLP-1 Analoga stellt pharmakokinetisch und pharmakodynamisch 
betrachtet eine recht heterogene Gruppe dar; deutlich wird dies bspw. in den 
Differenzen zwischen der anti-hyperglykämischen Wirkung der einzelnen Wirkstoffe in 
der Therapie des T2DM, welche sich zudem stark abhängig von der jeweils 
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verwendeten Applikationsform zeigte (181). Da Exenatid und Liraglutid die 
therapeutisch am häufigsten angewandten und folglich am besten evaluierten 
Substanzen dieser Wirkstoffgruppe darstellen (177), ist über Pharmakokinetik sowie 
Pharmakodynamik der anderen GLP-1 Analoga relativ wenig bekannt, erst recht im 
Zusammenhang mit deren Wirkung auf das kardiovaskuläre Risikoprofil. Weil diese 
Arbeit sich ausschließlich auf Exenatid (bzw. dessen natürlich vorkommendes Vorbild 
Exendin-4) fokussiert hat, gilt es, die Wirkung der anderen Substanzen ebenso in 
weiterführenden Experimenten zu prüfen.          
Auch nicht außer Acht gelassen werden darf die Gruppe der DPP-IV-Inhibitoren (179). 
Theoretisch sollten deren Effekte bezüglich Hyperglykämiekontrolle und Verminderung 
kardiovaskulärer Risikofaktoren sowie daraus abgeleitete therapeutische Implikationen 
für die PH mit denen von GLP-1 Analoga identisch sein. Diverse Studien haben jedoch 
gezeigt, dass trotz des augenscheinlich gleichen Wirkmechanismus signifikante Diffe-
renzen zwischen den Effekten von GLP-1 Analoga und DPP-IV-Inhibitoren bestehen 
(253). Zurückgeführt wird dies zum einen auf Interferenzen mit dem proposed dual 
pathway der GLP-1-Wirkung (254): DPP-IV-Inhibitoren greifen stärker in das fragile 
Gleichgewicht zwischen GLP-1(7-36)NH2 und GLP-1(9-36)NH2 ein, als dies bei den 
synthetischen DPP-IV resistenten GLP-1 Analoga, welche ihre Wirkung nahezu aus-
schließlich durch Bindung an den GLP-1R entfalten, der Fall ist (254). A. Sjöholm führt 
diese Diskrepanz zusätzlich auf eine gewisse Dosisabhängigkeit zurück (160): Während 
durch die Applikation von exogenem GLP-1 in relativ kurzer Zeit supra-physiologische 
Konzentrationen erreicht werden können, führt die Applikation von DPP-IV-Inhibitoren 
zumeist nicht zu einem Konzentrationsanstieg des in der aktiven Hauptisoform vorlie-
genden GLP-1 über den physiologischen Bereich hinaus (160).     
Die Entschlüsselung der Wirkweise des indirekten, GLP-1R unabhängigen, Wirkme-
chanismus des GLP-1(9-36)NH2 sowie die Zuordnung der biologischen Wirkungen von 
GLP-1 zu jeweils einem der beiden Wege wird zusätzlich zu einem vertieften Verständ-
nis der überaus komplexen Biologie der Inkretine beitragen, welches für einen adäqua-
ten Umgang mit diesen Substanzen zweifelsohne unumgänglich ist (140) (182).        
Als nicht unerheblicher Vorteil zu werten ist die Tatsache, dass sowohl GLP-1 Analoga 
als auch DPP-IV-Inhibitoren auf eine langjährige Anwendung in der Therapie des 
T2DM zurückblicken können; ein Umstand, der Gefahren bezüglich der Arzneimittel-
sicherheit recht zuverlässig minimiert, auch wenn sich diesbezüglich neuerdings 
vermehrt Bedenken häufen (255). 
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4.4  Fazit & klinische Perspektive 
Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse (Expression von GLP-1R auf 
pulmonalvaskulären Strukturen, teils signifikante Verminderung der GLP-1R sowie der 
GLP-1 Expression in an PH erkrankten Individuen und der anti-proliferative Effekt von 
Exendin-4 auf PASMCs) implizieren einen möglichen Erfolg einer Therapie der PH mit 
GLP-1 Analoga wie bspw. Exendin-4/Exenatid.             
Hierbei muss sich die weitere Forschung jedoch im Klaren sein, dass der immensen 
Komplexität der Pathogenese der PH inklusive der mannigfaltigen wechselseitigen 
Beziehungen ihrer einzelnen Faktoren untereinander ein ebenso komplexes und 
wechselseitiges Geflecht der Biologie der Inkretine und ihres Einsatzes in der 
Pharmakotherapie gegenübersteht. Aber genau hierin könnte ein wesentlicher Vorteil 
liegen. Daher gilt es zukünftig, die Äquipotenz verschiedener GLP-1 Analoga 
untereinander sowie im Vergleich mit DPP-IV-Inhibitoren in weiterführenden Experi-
menten zu untersuchen.               
Denn, selbst wenn sich eine Therapie der PH mittels des GLP-1R Agonisten Exenatid 
etablieren sollte, so gilt nach wie vor als oberstes wissenschaftliches Prinzip: 
 
„Wir müssen unbedingt Raum für Zweifel lassen,  
sonst gibt es keinen Fortschritt, kein Dazulernen. 
 Man kann nichts Neues herausfinden, 
 wenn man nicht vorher eine Frage stellt. 
 Und um zu fragen, bedarf es des Zweifelns.“ 
 
Richard P. Feynman†
                                                          
†
 Richard Phillips Feynman, geboren am 11. Mai 1918 in Queens, New York; gestorben am 15. Februar 
1988 in Los Angeles war ein amerikanischer Physiker und Nobelpreisträger des Jahres 1965. 
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5   ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die PH als schwerwiegende Erkrankung des Lungengefäßsystems mit einer schlechten 
Prognose ist durch einen erhöhten pulmonalarteriellen Widerstand infolge patho-
logischer Remodeling-Prozesse definiert. Die daraus resultierende Rechtsherzbelastung 
führt bei Dekompensation in Rechtsherzversagen letztlich zum Tod. Besagten 
Remodeling-Prozessen liegen dem aktuellen Forschungsstand zufolge in erster Linie 
sowohl pro-inflammatorische als auch pro-proliferative Stimuli zugrunde, wenngleich 
die Pathogenese der PH noch nicht vollständig geklärt ist.                                  
Das körpereigene Inkretinhormon GLP-1 bzw. dessen Analogon Exendin-4 zeigte in 
diversen Experimenten sowohl anti-inflammatorische als auch anti-proliferative Potenz, 
was es als Therapieoption in der Behandlung der PH attraktiv macht. Die bisher 
etablierten Therapiekonzepte der PH umfassen lediglich eine Symptomkontrolle der 
Erkrankung in Form einer pharmakotherapeutisch vermittelten Vasodilatation. Eine 
potenzielle Therapie der PH mit dem GLP-1R Agonist Exendin-4 hingegen verfolgt 
einen kausalen Therapieansatz durch Intervention in die zugrundeliegende Patho-
physiologie der Erkrankung in Form einer Inhibierung unkontrollierter Proliferation und 
Inflammation.                                 
In der vorliegenden Arbeit konnte durch Methoden der Immunhistochemie gezeigt 
werden, dass GLP-1 und sein Rezeptor GLP-1R in Gefäßen sowohl gesunder Lungen 
als auch in Lungengefäßen von an IPAH bzw. CTEPH erkrankten Patienten exprimiert 
werden. Zudem konnte mittels scoring analysis nachgewiesen werden, dass die 
Expression von GLP-1 und GLP-1R in den erkrankten Lungen teils signifikant reduziert 
ist. Eine Gegenüberstellung im MCT-Rattenmodell der PH lieferte tendenziell 
identische Resultate. In einem Zellkultur-Experiment wurde abschließend der anti-
proliferative Effekt von Exendin-4 auf die FCS-induzierte Proliferation von PASMCs 
nachgewiesen. Der anti-proliferative Effekt erwies sich zudem als tendenziell 
dosisabhängig. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse impliziert einen möglichen 
Erfolg einer (Substitutions-)Therapie mit GLP-1 in Form einer Applikation von 
Exendin-4 bei PH. 
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6   SUMMARY 
 
PH is a severe pulmonary vascular disease of poor prognosis and it is characterized by a 
significantly elevated pulmonary arterial pressure as a result of pathological remodeling 
processes. Resulting increased afterload of the right heart can lead to death by 
decompensation into right heart failure. According to the current state of research, pro-
proliferative stimuli as well as pro-inflammatory stimuli are mainly involved in 
pulmonary vascular remodeling, although pathogenesis of PH is not yet fully 
understood.                 
The endogenous incretin hormone GLP-1, respectively its analogue Exendin-4, showed 
anti-inflammatory and anti-proliferative power in various experiments, causing it to be 
an attractive option in the treatment of PH. The so far established concepts of PH 
therapy contain merely a control of PH symptoms in the form of vasodilation through 
corresponding pharmacological therapy. A potential therapy of PH with the GLP-1R 
agonist Exendin-4 however tracks a causal therapy approach through intervention in the 
underlying pathophysiology of PH by inhibition of uncontrolled proliferation and 
inflammation.                    
In the present study methods of immunohistochemistry revealed that GLP-1 and its 
receptor GLP-1R are expressed on pulmonary vasculature of healthy lungs as well as on 
pulmonary vasculature of IPAH- and CTEPH-lungs. Furthermore, scoring analysis 
indicated partly significant reductions of GLP-1 and GLP-1R expression in lungs of 
patients suffering from PH. In addition, MCT rat model of PH delivered tendencially 
identical results. Finally, the anti-proliferative effect of Exendin-4 on the FCS-induced 
proliferation of PASMCs was proved in a cell culture experiment. The anti-proliferative 
effect was shown to be potentially dose-dependent. Taking all these results together, a 
potential benefit of a (substitution-)therapy of PH with GLP-1 in the form of Exendin-4 
can be implied. 
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7   ANHANG 
 
 
Abbildung 18: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Reaktion. 
 
a) Ablauf der indirekten Reaktion: Im ersten Schritt reagiert der Primärantikörper 
(hellblau) mit dem gesuchten Antigen (blau). Anschließend bindet der Sekundär-
antikörper (türkis) an den gebundenen Primärantikörper. An den Sekundärantikörper 
sind Enzymmoleküle gekoppelt (meist Peroxidase oder alkalische Phosphatase). Diese 
wandeln in einem letzten Reaktionsschritt geeignete Substrate in einen unlöslichen 
Farbstoff (hier: gelb) um. Dies entspricht dem letztendlich sichtbaren Farbsignal. 
 
b) Verstärkung durch den Avidin-Biotin-Komplex: Komplexe aus Avidin (grün) und 
Biotin (grau) können an den Sekundärantikörper (türkis) binden. An dieser Bindung 
nicht beteiligte Biotinmoleküle stehen für die Bindung von sehr viel mehr Enzym-
molekülen zur Verfügung. Im letzten Reaktionsschritt entsteht somit sehr viel mehr 
Reaktionsprodukt (hier: gelb) als ohne Verwendung des Avidin-Biotin-Komplexes. 
 
Selbsterstelltes Schema basierend auf Roessner et al. (256). 
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Abbildung 19: Exemplarische Darstellung der scoring analysis. 
 
a) Zu Beginn der scoring analysis erfolgt die Einstellung der Bildparameter:  
Die Werte sind der oberen linken Ecke des Bildes zu entnehmen: Belichtungszeit: 
28,2 ms, Verstärkung 1,0x und Farbsättigung 1,5x, Werte der Schieberegler (von 
oben nach unten): 30 - 1 - 0. Anschließend wird die aktuelle Konfiguration unter der 
Bezeichnung „Scoring20x“ gespeichert. Für die Vergleichbarkeit des score values 
verschiedener Präparate ist es entscheidend, die einmal festgelegten Parameter für 
jedes weitere zu untersuchende Präparat identisch einzustellen. Änderungen an den 
Einstellungen des Mikroskops dürfen zwischenzeitlich auch nicht vorgenommen 
werden. Die Durchführung der scoring analysis erfolgt in diesem Fall unter der 
Verwendung des 20x Objektivs. 
 
b)/c) Festlegung des Referenzgrauwertes durch Aufsuchen der Stelle der maximalen 
 Färbeintensität im Präparat: 
 
 Der Referenzgrauwert beträgt in diesem Beispiel „205“ und taucht in der Excel-
Datei [Bild h)] unter dem Feld „Intensity Mean“ auf. Dieser Farbton wird von dem 
Programm gleich 100 % Färbeintensität gesetzt und alle folgenden Messungen 
werden von dem Computerprogramm in Korrelation zu diesem Referenzwert 
betrachtet. Ein Wert von 200 ± 20 ist hierbei als optimal anzusehen, kann jedoch 
aufgrund der Heterogenität sowohl der Präparate als auch des immunhistochem-
ischen Färbeergebnisses nicht immer erreicht werden. 
 
d)-g) Ablauf der eigentlichen scoring analysis für ein Beispielbild: 
 Es folgt die Detektion sämtlicher Rottöne in dem vorliegenden Bildausschnitt des 
 Präparates [Bilder d) und e)]. Artefakte sowie Lungenrandbereiche werden unter 
 Verwendung eines „Scheren-Tools“ ausgespart und so durch das Programm bei der 
 Berechnung der  Werte nicht berücksichtigt. Bild f) zeigt das vorläufige 
 Messergebnis. Fällt dieses zufriedenstellend aus, so werden die Werte in die Excel-
 Datei [Bild h)] transferiert; Bild g) entspricht in diesem Fall dem neben der 
 Nativaufnahme gespeicherten finalen Ergebnisbild. Soll das vorläufige 
 Messergebnis aus Bild f) jedoch korrigiert werden, so stehen hierfür weitere 
 „Tools“ zur Verfügung. Nach zufriedenstellender Korrektur wird analog zu einem 
 initial zufriedenstellenden Messergebnis verfahren. 
 
 Die Schritte d)-g) repräsentieren den eigentlichen Ablauf der scoring analysis 
 und werden auf jeden Ausschnitt des Präparates angewendet. 
 
h) Struktur der Excel-Ergebnisdatei. 
 In der Excel-Ergebnisdatei erfolgt die chronologische Auflistung aller gemessenen 
 Bildausschnitte („Image“) mit den jeweils zugehörigen Messwerten für die Punkte 
 „Intensity Mean“ [0…255], „Area“ [µm2], „Intensity Sum“ [Area mm2 x Intensity 
 Sum], „Intensity“ [%] und „Area“ [%]. Aus diesen Werten werden von dem 
 Programm die jeweiligen Mittelwerte (hellblau hinterlegt) berechnet: Scoring 
 [0…255], Scoring [%], Score Value [%] und Area [%].  
 
 Der für diese Untersuchung interessante Wert ist der score value [%] des 
 entsprechenden Präparates. Im Beispiel beträgt er 0,50. 
 
 Neben dem Referenzgrauwert (Intensity Mean) sind zusätzlich noch die insgesamt 
 gemessene Fläche (Meas. images field sum. in mm2) und die Anzahl der 
 gemessenen Bilder (Images) aufgeführt. 
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